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1. ZUSAMMENFASSUNG 
Das erhöhte Vorkommen von Fettleibigkeit, Fehl- und Überernährung in den westlichen 
Industrienationen wird als Auslöser für eine Reihe von Lipidstoffwechsel bedingten 
Erkrankungen gesehen, deren Prävalenz in den letzten Jahren drastisch zugenommen 
hat. Bezogen auf die Leber wird insbesondere die nichtalkoholische Fettlebererkrankung 
(NAFLD) aufgrund ihrer potentiellen Progredienz zur Leberfibrose und ihrer Assoziation 
zu kardiometabolischen Erkrankungen und Typ 2 Diabetes mellitus als ein 
fortschreitendes Gesundheitsproblem angesehen. Nach aktuellen Vorstellungen umfasst 
die Pathogenese der NAFLD die potentiell noch reversible Leberepithelverfettung, die 
progrediente Steatohepatitis und die Entwicklung einer Leberfibrose/-zirrhose, aus der 
ein hepatozelluläres Karzinom hervorgehen kann. Zwei pathogenetische 
Schlüsselfaktoren dieser Erkrankung sind der dysfunktionelle Lipidmetabolismus und die 
durch inadäquate Fettsäureakkumulation ausgelöste Lipoapoptose. Im hepatozellulären 
Lipidmetabolismus ist die Enzymfamilie der Acyl-CoA Synthetasen (ACSL) maßgeblich 
an der Aktivierung von langkettigen Fettsäuren zu Acyl-CoA Thioestern beteiligt. Von 
insgesamt fünf ACSL Isoformen, ist ACSL5 die einzige Isoform, die mitochondrial 
lokalisiert und potentiell in die Regulation apoptotischer Vorgänge involviert ist. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung von ACSL5 in der 
Pathogenese der NAFLD zu charakterisieren. Die Arbeiten wurden dahingehend 
konzipiert, dass die Rolle der ACSL5 sowohl in der Manifestation der Leberverfettung als 
auch in ihrer Progression zum hepatozellulären Zelltod untersucht werden konnte. 
Mittels in vivo und in vitro Lebermodellen sowie artifizieller Überexpression und 
Knockdown der ACSL5 konnte eine signifikante Expressionssteigerung der ACSL5 in der 
Leberverfettung und gleichzeitig eine verstärkte Anfälligkeit der Hepatozyten für eine 
TNFα- und TRAIL-vermittelte Apoptose nachgewiesen werden. Die Involvierung des 
hepatischen Sphingolipidmetabolismus in die ACSL5-induzierte Apoptosesensibilisierung 
wurde durch Anwendung lipidanalytischer Massenspektrometrie belegt. Es zeigte sich, 
dass ACSL5 durch Einschleusung von Acyl-CoAs die hepatozelluläre de novo 
Sphingolipidsynthese steigert, insbesondere durch Generierung von proapoptotischen 
Sphingolipiden wie Ceramid und Sphingosin. Zusätzlich konnten ACSL5-abhängige 
strukturelle Veränderungen der Mitochondrien und die Aktivierung des mitochondrialen 
Apoptosesignalweges detektiert werden.  
Zusammenfassend ergeben sich durch diese Arbeit experimentelle Hinweise auf eine 
potentiell sensibilisierende Rolle von ACSL5 in der Induktion der hepatozellulären 
Apoptose und der ACSL5-assoziierten Lipidneosynthese in der Progression der NAFLD. 
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2. SUMMARY 
With the increasing incidence of obesity, super- and malnutrition in Western countries, 
fatty acid and lipid-induced metabolic diseases have become a growing problem. In 
particular, nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) which is associated with an increased 
risk of cardiometabolic dysfunction and diabetes type 2 affects a rising proportion of the 
world’s population. Fatty liver, a reversible condition and the initial stage in the 
pathogenesis of NAFLD can progress to severe acute and chronic liver disorders, 
including nonalcoholic steatohepatitis, liver fibrosis/cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. Dysfunction in hepatocellular lipid metabolism and subsequent hepatocyte 
lipoapoptosis by accumulation of fatty acids are strongly implicated in disease 
progression. The initial step in fatty acid and lipid metabolism is the activation of long 
chain fatty acids to acyl-CoAs which is catalyzed by long chain acyl-CoA synthetases 
(ACSL). Of the five mammalian ACSL isoformes known, ACSL5 is the only one that is 
located on mitochondria and potentially involved in apoptosis regulation. 
The goal of the present study was to characterize the role of ACSL5 in NAFLD 
pathogenesis and, particularly, to analyze its function in fatty liver manifestation and 
progression to hepatocellular apoptosis. 
Using in vivo and in vitro models of hepatocyte steatosis as well as plasmid-mediated 
stable gene transfer and small interfering RNA-mediated gene silencing, it was 
demonstrated that ACSL5 expression was strongly induced by fatty acid uptake and lipid 
accumulation in hepatocytes. Overexpression of ACSL5 decreased hepatocyte viability 
and increased susceptibility to TRAIL and TNFα, whereas knock down of ACSL5 reduced 
apoptosis susceptibility in fatty acid-treated hepatocytes. Lipid analytical mass 
spectrometry revealed the involvement of hepatic sphingolipid metabolism in ACSL5-
induced apoptosis sensitization. By channelling acyl-CoAs into sphingolipid metabolism, 
high ACSL5 activity increased de novo synthesis of proapoptotic sphingolipids including 
ceramide and sphingosine. Furthermore, ACSL5 induced structural modifications of 
mitochondria and mediated activation of mitochondrial apoptosis signalling. 
In summary, this study gives evidence that ACSL5 plays a putative role in promoting fatty 
acid-induced lipoapoptosis in hepatocytes and ACSL5-associated lipid de novo synthesis 
in the pathogenesis of NAFLD. 
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3. EINLEITUNG 
3.1 Physiologie und Anatomie der Leber 
Die Leber ist das Organ mit der größten Vielfalt an metabolischen Funktionen und besitzt 
eine zentrale Rolle in der metabolischen Homöostase. Sie reguliert den Mineral-, 
Vitamin- und Hormonhaushalt, ist verantwortlich für die Synthese, die Speicherung, den 
Abbau und die Redistribution von Proteinen, Kohlenhydraten und Fetten und produziert 
Gallenflüssigkeit zur Unterstützung der Fettverdauung (Wakil et al., 1983;Haussinger, 
1990;Kullak-Ublick et al., 2004). Des Weiteren spielt sie eine wichtige Rolle in der 
Biotransformation und Detoxifikation von schädlichen endo- und exogenen Stoffen 
(Tredger et al., 1991).  
Aufgrund der umfangreichen Funktionen besteht die Ultrastruktur der Leber aus 
verschiedenen Zellpopulationen mit komplexer Anordnung (Abb. 3-1). Die kleinste 
funktionelle Einheit des Leberparenchyms, das Lobuli hepatici, besitzt eine hexagonale 
Struktur, in dessen Mitte die Zentralvene verläuft und das durch sechs Portalfelder mit je 
einem terminalen Zweig der Portalvene, der hepatischen Arterie und des Gallenganges 
begrenzt ist. Der vorherrschende Zelltyp in der Leber sind die Parenchymzellen, die so 
genannten Hepatozyten, die ca. 80 % der Gesamtleberzellmasse repräsentieren und 
vorwiegend für die metabolische Homöostase bzw. im Fall einer moderaten 
Leberschädigung für die Regeneration des Parenchymgewebes verantwortlich sind. 
Abhängig von ihrer Lokalisation, regenerativen Aktivität, ihrem metabolischen Umsatz 
und Alter variieren sie in Größe und Form. Ungefähr ein Viertel der Hepatozyten besitzen 
zwei Nuklei mit einem oder mehreren Nukleoli, wobei die Größe der Zellkerne mit der 
Ploidiestufe korreliert (Gupta, 2000). Die restlichen 20 % der Leberzellen umfassen 
verschiedene nicht-parenchymale Zellpopulationen, die Endothelzellen, Kupfferzellen, 
hepatischen Sternzellen, Lymphozyten und Ovalzellen. Endothelzellen kleiden die 
Lebersinusoide  aus und sind in der Lage über ihre ausgedehnte Oberfläche Nährstoffe 
aus dem Blut zu absorbieren. Kupfferzellen, die sessilen Gewebsmakrophagen der 
Leber, spielen aufgrund ihrer Fähigkeit zu lokalen Gewebschädigungen zu migrieren und 
phagozytotisch aktiv werden zu können eine entscheidende Rolle bei inflammatorischen 
Lebererkrankungen (Wake et al., 1989;De Leeuw et al., 1990). Ein dritter wichtiger 
Zelltyp der Leber sind die hepatischen Sternzellen, die in der gesunden Leber als 
ruhende Zellen im Disse´schen Raum vorliegen und z.B. für die Vitamin A Speicherung 
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verantwortlich sind, jedoch bei Aktivierung durch Zytokine proliferieren und extrazelluläre 
Matrixmoleküle produzieren können (Friedman, 2008a). Als Teil des innaten 
Immunsystems werden Lymphozyten in der Leber gefunden, die Bedeutung in der 
Infektionskontrolle, aber auch Organfibrose haben (Lalor et al., 2002). Die letzte Gruppe 
der nicht-parenchymatösen Leberzellen beinhaltet die Ovalzellen, die mit ihren 
bipotenten Differenzierungsmöglichkeiten in Richtung Hepatozyt oder Cholangiozyt, ihren 
hohen proliferativen Fähigkeiten und ihrem klonalen Wachstumspotential 
charakteristische Eigenschaften von Stammzellen aufweisen. Sie werden bei 
umfangreichen Leberschädigungen, die die parenchymatösen Hepatozyten nicht 
vollständig kompensieren können, aktiviert und sorgen durch Stimulation ihrer eigenen 
Proliferation und Differenzierung für eine Regeneration des Leberparenchyms  (Fausto, 
2004). 
 
 
 
Abb. 3-1: Der Feinbau der Leber. (A) Schematischer Querschnitt durch ein Leberläppchen. (B) Ausschnitt 
eines Lebersinusoids mit Darstellung der hepatischen Zellpopulationen. Verändert nach: Lalor et al., 2002. 
 
3.2 Die nichtalkoholische Fettlebererkrankung 
3.2.1 Pathogenese und Manifestation der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung 
Das erhöhte Vorkommen von Fettleibigkeit, Fehl- und Überernährung in westlichen 
Industrienationen wird als Auslöser für eine Reihe von Fettsäure- und Lipidstoffwechsel 
bedingten Erkrankungen gesehen, deren Prävalenz in den letzten Jahren drastisch 
angestiegen ist. Insbesondere die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), die 
ein Spektrum von metabolischen Fettleberstörungen umfasst, die nicht mit einem 
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Alkohol-Abusus assoziiert sind, wird aufgrund ihrer hohen Inzidenz und fibrogenen 
Tendenz als ein fortschreitendes Gesundheitsproblem in westlichen Ländern eingestuft 
wird (Bedogni et al., 2005a). Es wird gegenwärtig davon ausgegangen, dass eine 
Verbindung der NAFLD zu anderen Lebererkrankungen und kardiometabolischen 
Erkrankungen wie Typ 2 Diabetes mellitus und dem metabolischen Syndrom besteht. 
Die NAFLD wird als ein Spektrum verschiedener, metabolischer Krankheitsbilder der 
Leber definiert, das ausgehend von der Steatose bis hin zur Zirrhose und dem 
hepatozellulären Karzinom fortschreiten kann. In der Pathogenese der NAFLD stellt die 
Lebersteatose, die morphologisch als eine ≥ 5-10 %ige hepatozelluläre Fetteinlagerung 
definiert ist, eine frühe, potentiell reversible Manifestation dar (Farrell et al., 2006). Durch 
eine Progredienz der Steatose, z.B. bei anhaltender Lipid- bzw. Fettsäureaufnahme der 
Hepatozyten, kann es zur Entwicklung von akuten und chronischen Folgekrankheiten wie 
der Steatohepatitis (NASH) kommen, bei der zusätzlich zur Verfettung eine Infiltration 
des Leberparenchyms durch Entzündungszellen auftritt. Der fortwährende Untergang 
von Leberzellen gefolgt von einem übermäßig starken Wundheilungsprozess des 
Lebergewebes kann wiederum zur Entwicklung einer Leberfibrose und weitergehend zur 
Leberzirrhose führen. Die Leberzirrhose ist durch eine vollständige, irreversible 
Zerstörung der Leberstruktur gekennzeichnet (Friedman, 2008b). Ausgehend von der 
Leberzirrhose ist das Risiko der hepatozellulären Karzinomentwicklung (HCC) stark 
erhöht (Guzman et al., 2008). Eine schematische Darstellung der NAFLD Pathogenese 
ist in Abb. 3-2 gezeigt. 
Zu den Ursachen, die zur Entstehung und Progredienz der NAFLD führen, werden vor 
allem Überernährung, Fettleibigkeit, Hyperlipidämie und chronische Fehlernährung, aber 
auch genetische und umweltbedingte Faktoren gezählt. Metabolische Risikofaktoren wie 
Hypertransaminasämie, Typ 2 Diabetes mellitus, Insulinresistenz, viszerale Adipositas, 
kardiometabolische Alterationen und Bluthochdruck stehen häufig in Assoziation mit 
NAFLD. In epidemiologischen und klinischen Studien konnte mit vermehrter Frequenz 
eine Korrelation zwischen NAFLD und dem metabolischen Syndrom festgestellt werden, 
was die Sichtweise bestärkte, dass es sich bei der NAFLD um die hepatische 
Manifestation des metabolischen Syndroms handeln könnte (Kotronen et al., 2008). Da 
die NAFLD eine multifaktorielle und mehrstufige Erkrankung mit einem komplexen 
Netzwerk aus Zell- bzw. Gewebeinteraktionen und Signalwegen ist, bleibt gegenwärtig 
noch unklar, ob die NAFLD der Grund oder nur eine Konsequenz der metabolischen 
Dysfunktion ist. Es ist jedoch erwiesen, dass die Häufigkeit der NAFLD in den letzten 
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dreißig Jahren drastisch zugenommen hat und mittlerweile zu den häufigsten 
Lebererkrankungen weltweit gezählt wird.  
 
 
 
Abb. 3-2: Spektrum der NAFLD. Multiple Faktoren wie Fettleibigkeit, Insulinresistenz etc. tragen zur 
hepatischen Lipidakkumulation bei, die sich in ca. 30 % der NAFLD Patienten zu einer Steatohepatitis mit 
variierendem Entzündungs- und Fibrosegrad weiterentwickelt. Bei etwa 20-25 % der NASH bzw. Fibrose-
Patienten bildet sich in einem Zeitraum von 20 Jahren eine Zirrhose, die zu einem gewissen Prozentsatz 
mit der Manifestation eines HCC assoziiert ist. Zudem besteht auch in der nicht-zirrhotischen NAFLD ein 
erhöhtes HCC Risiko. 
 
Studien zufolge wird die Prävalenz der NAFLD in der allgemeinen Bevölkerung in 
westlichen Industrieländern auf 20-40 % geschätzt. In fettleibigen Erwachsenen bzw. 
Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus, Hyperlipidämie oder Adipositas liegen diese Werte 
bei ca. 70-80 % (Bellentani et al., 2010). Eine bereits 1994 veröffentlichte 
epidemiologische Studie aus Italien zeigte eine 76 %ige Prävalenz der NAFLD bei 
fettleibigen Erwachsenen und eine 16 %ige Prävalenz bei nicht-übergewichtigen 
Individuen (Bellentani et al., 1994). Aktuelle Studien weisen auf ein weltweit steigendes 
Vorkommen der NAFLD hin (Angulo et al., 2002;Adams et al., 2005), die sich 
insbesondere schon im Kindesalter manifestieren kann (Alisi et al., 2010). In 5-10 % aller 
untersuchten Kinder konnte eine NAFLD detektiert werden, die in fettleibigen Kindern 
sogar mit einer Inzidenz von 20-53 % auftritt (Loomba et al., 2009a). Interessanterweise 
scheint das Vorkommen der NAFLD je nach Alter, Geschlecht, Körpergewicht und 
ethnischer Herkunft zu varriieren. Während ca. 30 % der amerikanischen Bevölkerung 
von NAFLD betroffen sind, sind in Asien nur ca. 15 % und in Saudiarabien nur ca. 10 % 
der Bevölkerung an NAFLD erkrankt (Bedogni et al., 2005b;Browning et al., 2004). 
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Generell scheint zuzutreffen, dass die Inzidenz der NAFLD mit dem Alter ansteigt und bei  
männlichen Individuen im Alter von 40 bis 65 vergleichsweise weit verbreitet ist (Frith et 
al., 2009). 
Prognostischen Studien zufolge wird die NAFLD parallel zur steigenden Inzidenz von 
Fettleibigkeit und Typ 2 Diabetes mellitus in den kommenden Jahren weiter ansteigen 
und die wesentliche Ursache für Lebertransplantationen sein. Dies trifft insbesondere bei 
Patienten zu, bei denen schon im Kindesalter eine Steatose oder Steatohepatitis 
diagnostiziert worden ist (Tiniakos et al., 2010;Loomba et al., 2009b). 
 
3.2.2 Molekulare Mechanismen der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung  
Die von Day und James postulierte „Two-Hit-Hyopthese“ stellt das derzeit favorisierte 
Modell zur Erklärung der multifaktoriellen Pathogenese der NAFLD dar (Day et al., 1998). 
Diese Hypothese postuliert, dass Faktoren wie Insulinresistenz und Modifikationen in der 
hepatischen Lipid de novo Synthese sowie dem oxidativen Fettsäureabbau („First Hits“) 
zur Entstehung einer Steatose führen können, die sich dann im weiteren Verlauf durch 
Inflammation, oxidativen Stress, mitochondriale Dysfunktion, hepatozelluläre Nekrose 
oder Apoptose und die Aktivierung von hepatischen Sternzellen („Second Hits“) zur 
Steatohepatitis und Fibrose weiterentwickeln kann.  
In zahlreichen rezenten Studien werden insbesondere zwei Mechanismen mit steigender 
Inzidenz als Schlüsselereignisse in der Pathogenese von NAFLD beobachtet: Ein 
dysfunktioneller Lipidmetabolismus und eine durch die verstärkte Akkumulation von 
Fettsäuren und Lipiden ausgelöste Toxizität, die so genannte Lipotoxizität (Tiniakos et 
al., 2010;Alkhouri et al., 2009). Die Akkumulation von Lipiden in der Leber, die 
hauptsächlich durch eine erhöhte de novo Lipogenese, eine erhöhte 
Fettsäuremobilisation und/oder einen erhöhten Fettsäuretransport zur Leber induziert 
wird, kann zur hepatozellulären Lipotoxizität führen. Prämisse dafür ist, dass die 
hepatische Kapazität Fettsäuren zu metabolisieren, zu speichern und zu exportieren 
überstiegen ist. Abb. 3-3 zeigt die wichtigsten Quellen von überschüssigen hepatischen 
Fettsäuren und Mechanismen, die zur Entstehung einer Lipotoxizität führen können. 
Die Ursachen des hepatischen Fettsäureüberschusses sind sehr vielseitig und 
beinhalten eine Reihe von intra- und extrahepatischen Mechanismen. Drei wichtige 
Quellen hepatischer Fettsäuren sind das viszerale Fettgewebe, die hepatozelluläre de 
novo Lipogenese und die Ernährung (Tiniakos et al., 2010). 
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Abb. 3-3: Mechanismen in der Pathogenese der NAFLD. Die drei Hauptquellen von hepatischen 
Fettsäuren sind die de novo Lipogenese, das viszerale Fettgewebe und die Ernährung. Eine vermehrte 
Fettsäurezufuhr kann zur Steatose und durch anhaltenden Fettsäureüberschuss zur Lipotoxizität von 
Hepatoyzten führen. Verändert nach: Tiniakos et al., 2010. 
 
Das vizerale Fettgewebe weist in einem Zustand der Insulinresistenz eine durch 
Inhibierung der Fettsäureesterifikation ausgelöste, erhöhte lipolytische Aktivität auf, die 
zu einem Anstieg der Fettsäurekonzentration im Serum und damit zu einem erhöhten 
Transport der Fettsäuren zur Leber führt (Donnelly et al., 2005;Postic et al., 2008).  
Studien mit radioaktiven Fettsäuren zeigen, dass 60 % der hepatischen Triglyceride bei 
Steatosentwicklung von Fettsäuren aus dem Serum ausgehen. Eine weitere wichtige 
Rolle spielen Adipokine, Mediatoren, die aus dem viszeralen Fettgewebe sezerniert 
werden und bei einem Ungleichgewicht die Lipidakkummulation und Insulinsensitivität 
beinträchtigen können. Hierzu zählen u.a. Adiponektion, TNFα (Tumornekrosefaktor 
alpha), IL-6 (Interleukin 6) und Leptin (Carter-Kent et al., 2008). Die de novo Lipogenese, 
die durch eine erhöhte Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie SREBP-1c (Sterol 
Regulatorisches Element Bindeprotein 1c), ChREBP (Kohlenhydrat Resonse Element-
Bindeprotein) und PPAR-γ (Peroxisomen Proliferator-Aktivierter Rezeptor gamma) 
hervorgerufen wird, macht ca. 25 % der Triglyceridakkumulation in der Leber aus (Wang 
et al., 2008). Alimentäre Faktoren, wie die durch Nahrung zugeführten Karbohydrate und 
Fette tragen als dritte essentielle Gruppe zur Entwicklung der Steatose bei, indem sie die 
hepatische de novo Lipogenese stimulieren und gleichzeitig die Lipidoxidation 
erniedrigen (Le et al., 2008;Ouyang et al., 2008). Zwei kürzlich veröffentliche Studien 
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zeigen, dass sowohl intrazelluläre Lipasen als auch der Mechanismus der 
Autophagozytose zur Freisetzung von Fettsäuren aus Lipidvesikeln und damit zu einem 
hepatischen Fettsäureüberschuss führen können (Zechner et al., 2009;Singh et al., 
2009). 
Es ist davon auszugehen, dass eine übermäßige hepatozelluläre Lipidakkumulation zu 
Schäden der Zellorganellen wie z.B. einer mitochondrialen Dysfunktion führt (Serviddio et 
al., 2008). Auch Stress des Endoplasmatischen Retikulums (ER-Stress), oxidativer 
Stress, Lipidperoxidation und Formation von Reaktiven Oxygenmolekülen (ROS) sind als 
Folgen eines Fettsäureüberschusses in Hepatozyten nachweisbar (Wanders et al., 
2010;Wang et al., 2006). Des Weiteren werden in Lipid-beladenen Hepatozyten 
Veränderungen in der Zellmembranzusammensetzung, der Cholesterol- und 
Phospholipidkonzentration und der Sphingolipidsignalwege beobachtet (Malhi et al., 
2008). Ein zentraler Effekt der Lipotoxizität ist die Aktivierung von multiplen 
proapoptotischen Signalwegen, zu denen u.a. die Fettsäure-vermittelte TRAIL- und Fas-
Sensibilisierung, die intrahepatische TNFα-Generation, die Freisetzung von Cathepsin B 
durch lysosomale Destabilisierung, die c-Jun-Kinase (JNK)-abhängige Aktivierung von 
Bax und Alterationen des mitochondrialen Membranpotentials zählen (Feldstein et al., 
2004b;Malhi et al., 2007c;Li et al., 2008a;Feldstein et al., 2006;Fromenty et al., 2004). 
Die hepatische Lipotoxizität wird als eine der wesentlichen Ursachen der 
fibroseassoziierten Aktivierung von hepatischen Sternzellen gesehen (Abb. 3-4). Die 
profibrogene Transaktivierung der ruhenden hepatischen Sternzellen in proliferative, 
fibrogene Zellen ist der zentrale Schritt in der Entstehung der Leberfibrose (Geerts, 
2001). Bislang sind eine Reihe von pathologisch relevanten Mechanismen bekannt, die 
zur Aktivierung von Sternzellen führen können. U.a. sind hier die Nekrose von 
Hepatozyten mit Metabolitenfreisetzung und inflammatorischer Reaktion von 
Entzündungszellen, die direkte und indirekte Interaktion von Kupfferzellen mit 
Hepatozyten und Sternzellen, und die Freisetzung entzündungsrelevanter Mediatoren 
von Sternzellen und sinusoidalen Endothelzellen zu nennen (Friedman, 2008c). Eine 
zentrale Rolle spielt die oben beschriebene inadäquate hepatozelluläre Apoptose bei 
lipotoxischer Schädigung, deren Bedeutung in der Pathogenese der NAFLD erst in den 
letzten zehn Jahren erkannt worden ist. So konnte gezeigt werden, dass die profibrogene 
Stimulation von hepatischen Sternzellen entweder durch die von apoptotischen 
Hepatozyten sezernierten Mediatoren oder durch die Phagozytose der hepatozytären 
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Apoptosekörperchen selbst induziert werden kann (Canbay et al., 2004;Zhan et al., 
2006).  
 
 
 
Abb. Abb. 3-4: Zelluläre Antwort auf die hepatische Lipotoxizität. Lipotoxisch-geschädigte 
Hepatozyten aktivieren durch ihren apoptotischen oder nekrotischen Zelltod Kupfferzellen, die als Antwort 
eine inflammatorische Reaktion induzieren und die lipotoxischen Effekte in Hepatozyten verstärken. 
Sowohl geschädigte Hepatozyten als auch aktivierte Kupfferzellen sind bedeutende pathogenetisch 
relevante Signalfaktoren, die zu einer fibroseassoziierten Aktivierung von hepatischen Sternzellen führen 
können. 
 
3.3 Die hepatozelluläre Apoptose 
3.3.1 Definition, Bedeutung und morphologische Charakteristika der Apoptose 
Die Apoptose, eine physiologische Form des programmierten Zelltods, der aktiv durch 
eine Vielzahl von zellulären Signalen und Signaltransduktionskaskaden gesteuert wird, 
wurde erstmalig 1973 von Kerr und Kollegen als bedeutender Prozess in der 
Embryonalentwicklung und Enstehung von multizellulären Organismen beschrieben (Kerr 
et al., 1972). Neben der funktionellen Relevanz in der Organentwicklung, 
Gewebehomöostase und Zelldifferenzierung ist die Apoptose in viele 
pathophysiologische Prozesse wie z.B. die in Kapitel 3.2 beschriebene 
Fettlebererkrankung, die Tumorgenese und -regression, immunsystemische Reaktionen 
sowie kardio- und neurodegenerative Erkrankungen involviert. Der apoptosiche Zelltod 
kann anhand definierter morphologischer und biochemischer Kriterien von anderen 
Formen des Zelltods wie z.B. der Nekrose unterschieden werden (Abb. 3-5). In der 
frühen Phase der Apoptose kommt es zur Chromatinkondensation bzw. Fragmentierung 
der DNA, zur geordneten Spaltung wichtiger Strukturproteine und Reparaturenzyme und 
zur Reorganisation des Zytoskeletts, wodurch die Zelle in ihrer Erscheinung dichter wird 
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und schrumpft. In der zweiten Phase enstehen die so genannten apoptotischen 
Körperchen, deren Bildung durch den Prozess des „Membrane Budding“ induziert wird. 
Bei diesem Prozess werden Zellfragmente (kondensierte Kernpartikel oder 
Zellorganellen) in Vesikel verpackt und in Form von Pseudopodien von der Zelle 
abgespalten, die dann von Makrophagen, endothelialen Zellen, Tumorzellen oder – am 
Beispiel der Leber − von hepatischen Sternzellen und Kupfferzellen phagozytiert und 
degradiert werden (Kam et al., 2000;Canbay et al., 2003).  
 
 
 
Abb. 3-5: Morphologische Charakteristika von Apoptose und Nekrose. Der apoptotische Zelltod ist 
gekennzeichnet durch Chromatinkondensation, Zellpyknose und Bildung von apoptotischen Körperchen; 
im Gegensatz dazu ist die Nekrose durch ein Anschwellen der Zelle, den Verlust der Membranintegrität 
und einer daraus resultierenden inflammatorischen Reaktion gekennzeichnet. Verändert nach: Van 
Cruchten et al., 2002. 
 
Die Integrität der Membranen bleibt während des gesamten apoptotischen Prozesses 
bestehen, so dass keine Freisetzung von Zellbestandteilen in die Umgebung erfolgt. Eine 
Schädigung von angrenzendem Gewebe und eine daraus resultierende entzündliche 
Reaktion wird daher in der Regel nicht beobachtet, was häufig als Kriterium zur 
Abgrenzung von der Nekrose verwendet wird. Die Nekrose, die gekennzeichnet ist durch 
ein Anschwellen der Zelle und des Nukleus sowie dem Verlust der Zellstruktur und der 
Membranintegrität (Abb. 3-5), kann jedoch als Folge des Phagozytoseprozesses durch 
Degradation der apoptotischen Körperchen auftreten, weshalb der Begriff der 
sekundären bzw. postapoptotischen Nekrose eingeführt wurde (Majno et al., 1995). 
Einleitung 
 
 
12 
3.3.2 Extrinsische und Intrinsische Signaltransduktion der Apoptose 
Für die Apoptoseinduktion eukaryotischer Zellen sind zwei Hauptreaktionswege bekannt: 
Der extrinsische Signalweg, der abhängig von der Aktivierung so genannter 
Todesrezeptoren ist und der intrinsische Signalweg, bei dem als wesentliche 
Zellorganellen die Mitochondrien involviert sind. In der terminalen Exekution der 
Apoptose kommt es zu einer deutlichen Überlappung beider Signalwege, so dass eine 
strikte Trennung dann nicht mehr möglich ist (Kaplowitz, 2000). 
Bei der Induktion der extrinsischen Apoptose spielen diverse Mitglieder der TNFα-
Rezeptorfamilie eine zentrale Rolle. Diese Rezeptoren, zu denen u.a. TNF-R1 (TNF 
Rezeptor 1), TRAIL-R1, TRAIL-R2 (TNF-verwandter Apoptoseinduzierender Ligand-
Rezeptor 1 und 2) und CD95R (Zelltod-Rezeptor 95, Fas-R) gehören, sind durch eine 
intrazelluläre Todes-Domäne charakterisiert, die für die Weiterleitung des apoptotischen 
Signals entscheidend ist. Bei Bindung der zytotoxischen Liganden, TNFα, TRAIL und 
FasL an ihren jeweiligen Rezeptor erfolgt eine Rezeptor-Trimerisierung, die zur 
Rekrutierung von Adapterproteinen wie TRADD (TNF-R1-Assoziierte Todesdomäne) und 
FADD (FAS-R-Assoziierte Todesdomäne) führt und dadurch zur Bildung des so 
genannten DISC (Apoptoseinduzierender Signalkomplex) beiträgt. Über die Interaktion 
der Todeseffektordomänen von FADD und der inaktiven Initiator-Caspase-8/10 wird 
letztere in den DISC rekrutiert (Medema et al., 1997) und nach Oligomerisierung durch 
autoproteolytische Spaltung aktiviert (Muzio et al., 1998).  
In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass es bei Apoptoseinduktion 
durch die oben genannten Todesrezeptorliganden zu einem rapiden Anstieg der 
Ceramidsynthese kommt (vgl. Kapitel 3.4.2). Der verstärkte Einbau von Ceramid in kleine 
Membrandomänen, die so genannten Lipidrafts, bewirkt die Fusion dieser Strukturen zu 
größeren Membrandomänen, was für die Effizienz der Rezeptor-Trimerisierung 
entscheidend ist (Gulbins et al., 2002). Des Weiteren wurde kürzlich durch Feig und 
Kollegen gezeigt, dass die Oligomerisierungseffizienz signifikant vom 
Palmitoylierungszustand der Todesrezeptoren abhängt. So konnte speziell für Fas-R bei 
Inhibierung der Palmitoylierung eine Reduktion der Oligomerisierung und dadurch auch 
der Rezeptor-Internalisierung beobachtet werden (Feig et al., 2007b). Die endosomale 
Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes ist notwendig für die effiziente 
Bildung des DISC und die Aktivierung der Caspase-8/10 (Lee et al., 2006).  
Nach Aktivierung von Caspase-8/10 können abhängig vom Zelltyp zwei verschiedene 
Wege zum apoptotischen Zelltod führen (Abb. 3-6): bei Typ-I-Zellen wird die Effektor-
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Caspase-3 direkt proteolytisch aktiviert, während bei Typ-II-Zellen, wie z.B. Hepatozyten 
eine Amplifikation des apoptotischen Caspase-8/10-Signals über einen Mitochondrien-
abhängigen Mechanismus erfolgt (Scaffidi et al., 1998). 
 
 
 
Abb. 3-6: Extrinsische und intrinsische Apoptoseregulation in Hepatozyten. Die Liganden-vermittelte 
Aktivierung der Todesrezeptoren führt zur Rekrutierung von Adapterproteinen (TRADD und FADD) und 
Procaspase-8/10, die durch autokatalytische Spaltung aktiviert wird. Die aktivierte Caspase-8/10 kann 
Caspase-3 entweder direkt aktivieren (Typ-I-Zellen) oder über die Spaltung und mitochondriale 
Translokation von Bid eine Depolarisation und Permeabilisierung der Mitochondrienmembran hervorrufen, 
die wiederum zur Freisetzung von proapoptotischen Faktoren wie Cytochrom c und nachfolgender 
Aktivierung von Caspase-9 führt (Typ-II-Zellen). Caspase-9, die von XIAP (X-gebundener Inhibitor der 
Apoptose) inhibiert werden kann, aktiviert durch proteolytische Spaltung die Procaspase-3.  
 
Die Änderung der mitochondrialen Membranpermeabilität, die durch verschiedene 
Faktoren und Mechanismen reguliert werden kann, spielt bei der intrinsischen 
Apoptosesignalkaskade eine zentrale Rolle. So kann eine Öffnung der mitochondrialen 
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Transitionsporen z.B. durch proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bak, Bax 
und/oder Bid, das von Caspase-8/10 gespalten und aktiviert wird, initiiert werden.  Die 
Wirkung dieser proapoptotischen Faktoren kann durch antiapoptotische Mitglieder der 
Bcl-2-Familie wie Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-xL antagonisiert werden (Luo et al., 1998). Des 
Weiteren ist auch der cytoplasmatische und intramitochondriale Ionenhaushalt, 
insbesondere die Homöostase von Ca2+ und die Alkalisierung der mitochondrialen Matrix 
ein kritischer Faktor, der die Erhöhung des mitochondrialen Membranpotentials zur Folge 
haben kann. Ein weiterer Mechanismus zur Steigerung der mitochondrialen 
Membranpermeabilität, der erst in den letzten Jahren entdeckt wurde, ist die Bildung von 
Ceramidkanälen (Siskind et al., 2006; vgl. Kapitel 3.4.2). Durch die Erhöhung der 
mitochondrialen Membranpermeabilität, die mit strukturellen Veränderungen der 
Membranlipide und -proteine verbunden ist, wird die Freisetzung von proapoptotischen 
Faktoren wie AIF (Apoptoseinduzierender Faktor), Smac/Diablo (Koaktivator von 
Caspasen) und Cytochrom c ausgelöst (Gellerich et al., 2000). Cytochrom c bildet im 
Cytoplasma zusammen mit Apaf-1 (Apoptotische Protease aktivierender Faktor 1), ATP 
und der Procaspase-9 einen Komplex, den man als Apoptosom bezeichnet und der die 
Aktivierung der Effektor-Caspase-3 induziert. 
 
3.3.3 TNFα, TRAIL und FasL in der hepatozellulären Apoptose  
In Hepatozyten kann die Induktion und Regulation der Todesrezeptor-vermittelten 
Apoptose über jeden der drei oben beschriebenen zytotoxischen Liganden der TNFα-
Familie erfolgen. So werden sowohl die TNF- und TRAIL-Rezeptoren als auch Fas-
Rezeptoren auf der Zelloberfläche von apoptotischen Hepatozyten exprimiert (Yin et al., 
2003). Obwohl die Apoptosesignalwege der drei Todesrezeptorliganden sehr ähnlich 
sind und einander stark überlappen (Abb. 3-6),  zeigen sich doch insbesondere in 
pathophysiologisch relevanten Konstellationen Unterschiede in der zellulären Reaktivität 
und der Wirkung der Apoptoseliganden. So konnte nachgewiesen werden, dass die 
Apoptose via FasL im Gegensatz zur TNFα- und TRAIL-induzierten Apoptose auch ohne 
die Beteiligung des intrinsischen Signalwegs zum physiologischen Tod der Hepatozyten 
führen kann (Schungel et al., 2009).  
FasL besitzt eine zentrale Bedeutung in inflammatorischen Lebererkrankungen und der 
Beseitigung von virusinfizierten oder mutierten Hepatozyten im gesunden Lebergewebe. 
In Patienten mit alkoholischer Lebererkrankung oder chronischer Hepatitis B bzw. C wird 
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FasL verstärkt auf der Oberfläche von leberspezifischen Lymphozyten exprimiert (Galle 
et al., 1995;Natori et al., 2001). Insbesondere in NASH Patienten konnte eine erhöhte 
FasL Expression und Apoptose von Hepatozyten detektiert werden. Im Vergleich zu 
gesundem Lebergewebe zeigte sich in verfettetem Lebergewebe eine deutliche 
Sensibilisierung für eine FasL-vermittelte Apoptose (Feldstein et al., 2003). Auch die 
TRAIL-vermittelte Apoptose ist in eine Reihe von entzündlichen und chronischen 
Lebererkrankungen involviert. Obwohl Hepatozyten unter normalen Umständen resistent 
gegenüber TRAIL sind, können sie unter pathologischen Bedingungen wie z.B. einer 
Steatose oder viralen Infektion sensitiv gegenüber TRAIL werden. So zeigte sich in 
Patienten mit Steatose oder HCV Infektion eine Steigerung der TRAIL und TRAIL-R1/2 
Expression und damit eine erhöhte Suszeptibilität für eine TRAIL-induzierte Apoptose 
(Mundt et al., 2003;Volkmann et al., 2007). Neuere Studien weisen insbesondere auf die 
sensibilisierende Rolle von TRAIL in der Fettsäure-vermittelten Lipoapoptose hin (Malhi 
et al., 2007b). 
Im Gegensatz zu FasL und TRAIL ist TNFα ein pleiotropes Cytokin, das abhängig von 
NF-κB (nukleärer Faktor-κB) sowohl pro- als auch antiapoptotische Signalwege in 
Hepatozyten induzieren kann (Wajant et al., 2003). Die Komplexität der TNFα- 
ausgelösten Signalwege zeigt sich an der Vielzahl von zellulären Antwortkaskaden wie 
Proliferation, Differenzierung, Inflammation und Apoptose sowie der weitreichenden 
Implikation der TNFα-vermittelten Apoptose in verschiedenen Lebererkrankungen wie 
der viralen Hepatitis, Ischämie-Reperfusion, Fibrose und dem fulminanten 
Leberversagen. Wie auch TRAIL und FasL besitzt TNFα eine wichtige Funktion in der 
Pathogenese von NAFLD (Tiniakos et al., 2010). So konnte gezeigt werden, dass 
verfettete Hepatozyten hoch sensitiv auf TNFα reagieren, und dass eine TNF-R1/2 
Defizienz zu einer Reduktion der Lebersteatose und -apoptose führt (Tomita et al., 
2006;Zhang et al., 2010).  
 
3.4 Lipide in zellregulatorischen Signalmechanismen 
Das zelluläre Lipidom umfasst über 1000 verschiedene, strukturell vielfältige und 
biochemisch komplexe Lipide, die in insgesamt acht Lipidklassen eingeteilt werden: 
Fettsäuren, Sphingolipide, Glycerolipide, Glycerophospholipide, Sterole, Prenole, 
Saccharolipide und Polyketide (Fahy et al., 2005). Für die meisten dieser Lipide ist eine 
Vielzahl von Funktionen bekannt, so z.B. in der Formation von Membranen und 
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Mikrodomänen, in der Genregulation, in zellulären Signalkaskaden, als Vorstufen von 
Hormonen oder inflammatorischen Molekülen, als Energiespeicher und als strukturelle 
Komponenten von Lipoproteinen (Wenk, 2005). Cholesterol, ein ubiquitäres Lipid in der 
Zellmembran, beeinflusst nicht nur die Membranfluidität und die Signaltransduktion 
extrazellulärer Liganden entscheidend, sondern ist auch als Vorstufe von humanen 
Steroidhormone wie z.B. Cortisol, Estradiol und Testosteron im Hormonhaushalt 
bedeutsam (Hu et al., 2010). Aus Glycerophospholipiden wie z.B. Phosphatidylinositol-
4,5-Biphosphat können durch Phospholipase-katalysierte Hydrolysen „second 
messenger“ wie Diacylglycerol, Inositol-1,4,5-Triphosphat oder Arachidonsäure generiert 
werden, die wiederum selbst Vorläufer von biologisch-aktiven Molekülen wie den 
inflammatorisch wirksamen Eicosanoiden darstellen (Doughman et al., 2003). 
Cardiolipin, ein mitochondrial synthetisiertes Glycerophospholipid, besitzt nicht nur eine 
Funktion als Stabilisator von Proteinkomplexen in der oxidativen Phosphorylierung, 
sondern auch in der Bildung von supramolekularen Kanälen der äußeren 
Mitochondrienmembran, die durch eine verminderte Cardiolipinsynthese zur 
Ausschüttung von Cytochrom c bei Apoptoseinduktion führt (Pfeiffer et al., 2003;Kagan et 
al., 2005).  
Durch die Fortschritte im Bereich der lipidanalytischen Massenspektrometrie konnte in 
den letzten zehn Jahren verstärkt nachgewiesen werden, dass Lipide eine wesentlich 
größere Rolle in der Apoptoseinduktion und -exekution spielen als zuvor angenommen 
(Brown et al., 2009). So wurde gezeigt, dass die Interaktion von proapoptotischen 
Mitgliedern der Bcl-2-Familie, insbesondere Bid mit Lipiden der mitochondrialen 
Membran zur Herabsetzung des Membranpotentials und damit zur Ausschüttung von 
proapoptotischen Proteinen führt (Kuwana et al., 2002). Weiterhin wurde nachgewiesen, 
dass durch die Akkumulation von Sphingolipiden und Cholesterol nicht nur in der 
Plasmamembran, sondern auch in der mitochondrialen Membran Lipidraft-ähnliche 
Strukturen entstehen können, die eine Umstrukturierung und Spaltung der Mitochondrien 
bei Apoptoseinduktion zur Folge haben (Ciarlo et al., 2010). Somit sind sowohl die 
extrinsische als auch die intrinsische Apoptosekaskade stark von der Lipidsynthese und -
anordnung sowie von Lipid-Proteininteraktionen abhängig. Zwei Lipidklassen, denen eine 
besondere Bedeutung in der Regulation von Apoptose und Zellüberleben zukommt, sind 
die (aktivierten) Fettsäuren und die Sphingolipide, die in den nächsten beiden Kapiteln 
eingehender beschrieben werden. 
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3.4.1 Fettsäuren und Acyl-CoAs 
Ein zentraler Schritt im Fettsäuremetabolismus ist die Aktivierung von freien, langkettigen 
Fettsäuren zu Acyl-CoA Thioestern, die präferentiell durch die Enzymfamilie der Acyl-
CoA-Synthetasen katalysiert wird (vgl. Kapitel 3.5). Die so synthetisierten Acyl-CoA 
Thioester können u.a. in der Sphingolipid de novo Synthese verwendet werden (vgl. 
Kapitel 3.4.2) und besitzen darüber hinaus wichtige zellregulatorische Eigenschaften.  
So wurde neben den schon länger bekannten Funktionen von Fettsäuren und Acyl-CoAs 
als Intermediate der Lipidbiosynthese und des Fettsäureabbaus in den vergangenen 
Jahren ihre Beteiligung an einer Vielzahl von biochemischen Mechanismen und 
zellregulatorischen Funktionen beschrieben. Hierzu zählen beispielsweise die 
Proliferation und Differenzierung, die Proteinacylierung, die Aktivierung von Enzymen 
und Rezeptoren, die Modifikation und Fusion von zellulären Membranen, die Regulation 
intrazellulärer Kalziumlevel, das Überleben und die Apoptose von Zellen und die 
Regulation der Genexpression (Kohjima et al., 2009;Sampath et al., 2005;Leaver et al., 
2002). Abhängig von der Fettsäurelänge und dem Sättigungsgrad können Fettsäuren 
diese Vielfalt an biochemischen Funktionen entweder direkt über biochemische 
Veränderungen von Membranstrukturen und Proteinen oder indirekt durch die 
Aktivierung bzw. Inhibierung der Genexpression steuern. So wurde gezeigt, dass 
langkettige Fettsäuren und ihre Derivate durch eine Interaktion mit verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren wie SREBP, ChREBP und NF-κB oder nukleären Rezeptoren wie 
PPAR, LXR (Leber X Rezeptor) und HNF-4α (Hepatischer nukleärer Faktor 4 alpha) die 
Aktivität dieser Transkriptionsmediatoren verändern und die Regulation wichtiger 
Schlüsselgene des Lipidmetabolismus beeinflussen können (Bordoni et al., 2006). In 
einer weiteren Studie wurde die Funktion von Fettsäuren in der Zusammensetzung und 
Bildung von Lipidrafts bzw. signalregulatorisch bedeutsamen Mikrodomänen in der 
Zellmembran analysiert. Es zeigte sich, dass insbesondere alimentär zugeführte, 
mehrfach ungesättigte Fettsäuren die Zusammensetzung dieser Mikrodomänen 
beeinflussen und somit extrinsische Signalwege, den Proteintransport und die zelluläre 
Kinetik beeinträchtigen können (Chapkin et al., 2008). Für die Apoptoseinduktion hat dies 
besondere Bedeutung, da die extrinsisch-regulierte Apoptose von der Effizienz der 
Todesrezeptor-Oligomerisierung in Lipidrafts und somit der Zusammensetzung dieser 
Mikrodomänen abhängig ist (vgl. Kapitel 3.3.2). Die Oligomerisierungseffizienz hängt 
auch vom Palmitoylierungszustand der Todesrezeptoren, d.h. von der Interaktion 
langkettiger Fettsäuren mit den Rezeptoren ab. Speziell für Fas-R konnte bei Inhibierung 
Einleitung 
 
 
18 
der Palmitoylierung eine Reduktion der Oligomerisierung und dadurch der 
Apoptoseexekution beobachtet werden (Feig et al., 2007a). Weiterhin wurde gezeigt, 
dass Fettsäuren, insbesondere langkettige Fettsäuren wie Myristinsäure und Ölsäure 
eine Öffnung des mitochondrialen Transitionsporenkomplexes und somit eine 
Ausschüttung von proapoptotischen Molekülen hervorrufen können (Wieckowski et al., 
2000). 
Abgesehen von der modulatorisch-regulatorischen Wirkung von Fettsäuren auf eine 
Vielzahl von Apoptosesignalwegen können Fettsäuren auch direkt durch einen zellulären 
Überschuss Apoptose induzieren (vgl. Kapitel 3.2.2). So führt eine Akkumulation von 
Fettsäuren zu einer lysosomalen Destabilisierung und damit verbundener Cathepsin B 
Freisetzung und TNFα Expression (Feldstein et al., 2004a). Des Weiteren können 
Fettsäuren eine JNK-abhängige Expressionsteigerung von TRAIL-R2 auf der 
Zelloberfläche und die Aktivierung der proapoptotischen, mitochondrialen Faktoren Bim 
und Bax induzieren (Malhi et al., 2007a). Fettsäuren wirken sich insbesondere auch auf 
die mitochondriale Integrität und Funktion aus. So zeigten Li und Kollegen, dass ein 
Überschuss an Fettsäuren eine mitochondriale Depolarisation, Cytochrom c Freisetzung 
und erhöhte ROS Produktion hervorruft, die zur Induktion der Lipoapoptose führen 
können (Li et al., 2008b). 
Die (Dys-)Regulation des Fettsäuremetabolismus und der Acyl-CoA Synthese stellt 
daher einen bedeutsamen biochemischen Signalmechanismus dar, der Überleben und 
Apoptose der Zelle wesentlich beeinflussen kann und eine entscheidende Funktion in der 
Pathogenese einer Vielzahl von metabolisch-bedingten Erkrankungen besitzt. 
 
3.4.2 Sphingolipide 
Der Sphingolipidmetabolismus, dessen vielfältige Bedeutung in der zellulären 
Signaltransduktion erst in den letzten Jahren erkannt worden ist, spielt - wie auch der 
Fettsäuremetabolismus - eine zentrale Rolle in der Enstehung und Progression von 
metabolisch-bedingten Lebererkrankungen wie der NAFLD, Ischämie-Reperfusion und 
der Hepatokarzinogenese (Mari et al., 2007). Durch die Akkumulation von Sphingolipiden 
in verschiedenen Zellkompartimenten, ein Zustand der als Sphingolipidose bezeichnet 
wird, kann eine hepatische Dysfunktion hervorgerufen werden, die insbesondere auf 
einen Konzentrationsanstieg von Ceramid, dem wohl am besten analysierten 
Sphingolipid, zurückzuführen ist. Die zelluläre Ceramidkonzentration kann durch zwei 
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unterschiedliche Mechanismen reguliert werden; erstens durch die Sphingolipid de novo 
Synthese und zweitens durch die Hydrolyse von Sphingomyelin (Abb. 3-7). Die de novo 
Synthese, die mit der Kondensation von L-Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Ketosphinganin, 
katalysiert durch die Serin-Palmitoyltransferase (SPT) beginnt und hauptsächlich im ER 
stattfindet, stellt einen in eukaryotischen Zellen weitverbreiteten Mechanismus dar, der 
unabdingbar für das zelluläre Überleben ist (Merrill, Jr., 2002).  
 
 
 
Abb. 3-7 Sphingolipidmetabolismus. Die zelluläre Ceramidmenge wird über eine Vielfalt an 
enzymatischen Reaktionen reguliert und ist entscheidend von der de novo Synthese ausgehend von 3-
Ketosphinganin, sowie der Konversion in andere Sphingolipidmetaboliten abhängig. SPT: Serin-Palmitoyl-
transferase; FVT: Ketosphinganinreduktase; Cerase: Ceramidase; CerS: (Dihydro-)Ceramidsynthase; 
DES: (Dihydro-)Ceramiddesaturase; Glcase: Glycosylceramidase; GlcT: Glucosylceramidtransferase; 
SMase: Sphingomyelinase; CerK: Ceramidkinase; Cer1Pase: Ceramid-1-Phosphatase; SpK:     
Sphingosin-/Sphinganinkinase; SpPase: Sphingosin-/Sphinganin-1-Phosphatase. 
 
Die Raten der Ceramidsynthese hängen größtenteils von der Verfügbarkeit und 
Zuführung langkettiger Acyl-CoAs ab, deren Synthese u.a. durch die Enzymfamilie der 
Acyl-CoA Synthetasen katalysiert wird (vgl. Kapitel 3.5). In den folgenden 
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Syntheseschritten wird 3-Ketosphinganin zu Sphinganin, einer Sphingoidbase, reduziert 
und weiter durch die (Dihydro-)Ceramidsynthasen zu Dihydroceramid acyliert. 
Dihydroceramid wird dann über die Einführung einer trans-4,5-Doppelbindung zu 
Ceramid oxidiert, das als Vorstufe einer Vielzahl von komplexen Sphingolipiden fungiert. 
Neuere Studien zeigen, dass die Ceramid de novo Synthese auch in Mitochondrien 
durch die dort lokalisierten Ceramidsynthasen möglich ist (Bionda et al., 2004). Des 
Weitern kann Ceramid durch vesikelabhängige und -unabhängige Mechanismen in 
verschiedene Zellkompartimente transportiert werden und somit über seine subzelluläre 
Lokalisation zur Modulation von zellulären Signaltransduktionskaskaden beitragen. Ein 
Verlust oder eine Deregulation z.B. durch Mutation oder Inhibierung von SPT oder 
Inhibierung der Ceramidsynthasen durch Fumonisin kann zur Verminderung der 
Zellvitalität, Zellentartung, Karzinogenese, Zytotoxizität und Dysregulation zellulärer 
Signaltransduktion führen (Merrill, Jr. et al., 2001). 
Verschiedene zytotoxische Stimuli wie z.B. die Todesrezeptorliganden TNFα, FasL und 
TRAIL, bakterielle oder virale Infektionen, Gallensäuren, Chemotherapie oder UV-
Strahlung können die Generierung von zellulärem Ceramid entweder über die de novo 
Synthese oder über die Aktivierung von Sphingomyelinasen, die die Degradation von 
Sphingomyelin zu Ceramid katalysieren, stimulieren (Morales et al., 2007a). In mehreren 
Studien zeigte sich, dass der Prozess der Apoptoseinduktion mit einer verstärkten 
Akkumulation von Ceramiden einhergeht, dass die Behandlung mit Ceramidanaloga zur 
Apoptoseinduktion führt und dass durch eine Inhibierung der Sphingolipid de novo 
Synthese die Fettsäure-induzierte Apoptose verhindert werden kann (Summers, 2006). 
Sphingolipide, insbesondere Ceramid und Sphingomyelin, werden in großen Mengen in 
Lipidrafts der Plasmamembran gefunden, wo sie die Oligomerisierung von            
(Todes-)Rezeptoren, die Rekrutierung von Signalmolekülen und somit die 
Signaltransduktion fördern; ein Mechanismus, der für die Auslösung der extrinsischen 
Apoptosekaskade unumgänglich ist (Bollinger et al., 2005). Desweitern konnte gezeigt 
werden, dass Ceramid die mitochondriale Membranpermeabilität durch Bildung von 
Ceramidkanälen in der mitochondrialen Membran erhöht und dadurch die Ausschüttung 
von Cytochrom c ermöglicht (Siskind et al, 2006). Die Bildung und Stabilität dieser 
Kanäle ist dabei nicht nur von der mitochondrialen Ceramidsynthese und dem 
intrazellulären Ceramidtransport, insbesondere zwischen ER und Mitochondrien 
abhängig, sondern kann auch durch andere Sphingolipide und Proteine der Bcl-2-Familie 
beeinträchtigt werden (Ganesan et al., 2010a). Mitochondrial erhöhte 
Einleitung 
 
 
21 
Dihydroceramidkonzentrationen verhindern die Bildung von Ceramidkanälen, wogegen 
Sphingosin konzentrationsabhängig sowohl den Abbau als auch die Potentierung der 
Ceramidkanalbildung induzieren kann (Elrick et al., 2006;Stiban et al., 2006). Zudem 
wurde nachgewiesen, dass das proapoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bax mit 
mitochondrialem Ceramid interagiert und synergistisch die Permeabilisierung der 
äußeren Mitochondrienmembran induziert. Im Gegensatz dazu ruft die Interaktion des 
antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitglieds, Bcl-xL eine Inhibierung der Ceramid-
vermittelten Permeabilisierung hervor (Ganesan et al., 2010b;Siskind et al., 2008).  
Ceramid besitzt somit sowohl in der extrinsischen, Todesrezeptor-vermittelten Apoptose 
als auch in der intrinsischen, mitochondrial-vermittelten Apoptose eine zentrale Rolle. Die 
Umwandlung von Ceramid in andere Sphingolipidmetaboliten hat dabei großen Einfluss 
auf die proapoptotische Funktion (Morales et al., 2007b). Durch Deacylierung (mittels 
Ceramidasen), Phosphorylierung (mittels Ceramidkinasen) oder Glycosylierung (mittels 
Glucosylceramidsynthasen) kann Ceramid zeitnah in eine Reihe von 
Sphingolipidmetaboliten wie z.B. Sphingosin, Sphingosin-1-Phosphat, Ceramid-1-
Phosphat oder Glucosylceramid umgebaut werden. Die zelluläre Regulation des 
Sphingolipidumsatzes, der Degradation und der Synthese hat weitreichende 
Auswirkungen auf den Zelltod und das Zellüberleben. So spielt z.B. die Sphingosinkinase 
eine wichtige Rolle in der Apoptosesignaltransduktion, indem sie das intrazelluläre Level 
von zwei gegensätzlich wirkenden Sphingolipidmetaboliten, Sphingosin (proapoptotisch) 
und Sphingosin-1-Phosphat (antiapoptotisch) reguliert (Zheng et al., 2006). Eine ähnliche 
Wirkung besitzt auch das Zusammenspiel der Ceramidkinase und Ceramid-1-
Phosphatase. Ceramid besitzt in phosphoryliertem Zustand als Ceramid-1-Phosphat 
mitogene Eigenschaften und fördert das Zellüberleben. In dephosphoryliertem Zustand, 
katalysiert durch die Ceramid-1-Phosphatase, besitzt Ceramid jedoch eine deutlich 
proapoptotische Funktion. Daher ist die Balance zwischen Sphingolipidgenerierung und  
-konversion entscheidend für das Überleben und die Apoptose der Zelle. 
 
3.5 Die Enzymfamilie der Acyl-CoA Synthetasen 
3.5.1 Acyl-CoA Synthetasen (ACSL) - Schlüsselenzyme im Lipidstoffwechsel 
Die langkettigen Acyl-CoA Synthetasen (ACSL), die auch unter den Abkürzungen, LACS, 
FACL oder ACS bekannt sind (Mashek et al., 2004), stellen aufgrund der katalytischen 
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Synthese aktivierter langkettiger Fettsäuren eine Schlüsselrolle im zellulären 
Fettsäuremetabolismus dar. Unter ATP-Verbrauch katalysieren sie die Bildung einer 
Thioester-Bindung zwischen der Carboxy-Gruppe der Fettsäure und der Sulfhydryl-
Gruppe des Coenzyms A. In einer Zwei-Schritt-Reaktion entsteht dabei Acyl-CoA (Abb. 
3-8). Neben den ACSL sind weitere Enzyme bekannt, die die Bildung von Acyl-CoA 
Thioestern katalysieren können, so z.B. die Fettsäuretransportproteine (FATP), die auch 
als sehr langkettige Acyl-CoA Synthetasen (ACSVL) bezeichnet werden und die 
„Bubblegum“ Acyl-CoA Synthetasen (ACSBG).  
 
 
Abb. 3-8: Enzymatische Reaktion der Acyl-CoA Synthetasen. 
 
Für jede der drei Enzymfamilien ist eine Vielzahl von Isoformen und Splicevarianten in 
Ratte, Maus und Mensch beschrieben worden, die zwar über unterschiedliche Gene 
kodiert werden, jedoch eine starke Homologie ihrer Aminosäuresequenz, insbesondere 
im Bereich des ATP- und Fettsäurebindemotifs, aufweisen (Watkins et al., 2007;Black et 
al., 2003). Trotz dieser Sequenzhomologien zeigen die Isoformen der ACSL-, FATP- und 
ACSBG-Enzymfamilien deutliche Unterschiede in ihrer Substratspezifität, Enzymkinetik, 
Regulation, Sensitivität für Inhibitoren und zellulären bzw. organellenassoziierten 
Lokalisation. 
In der Enzymfamilie der ACSLs sind bislang fünf Isoformen, ACSL1, 3, 4, 5 und 6, 
identifiziert und charakterisiert worden, von denen alle bis auf die Isoform 6 eine 
deutliche Expression in der Leber aufweisen (Lewin et al., 2001b). Im Darm hingegen 
werden vorherrschend ACSL3 und 5 synthetisiert, im Gehirn ACSL6 und im 
Nebennierenmark ACSL4 (Kang et al., 1997;Oikawa et al., 1998b). Zusätzlich zum 
gewebespezifischen Expressionsmuster unterscheiden sich die ACSL Isoformen in ihrer 
subzellulären Lokalisation, die einen deutlichen Einfluss auf die zelluläre Funktion der 
jeweiligen Isoform haben kann. Es wurde gezeigt, dass verschiedene ACSL Isoformen 
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abhängig vom Gewebe- und Zelltyp auch in identischen Zellorganellen lokalisiert sein 
können und dass dieselbe Isoform, je nach Zelltyp, in unterschiedlichen Organellen zu 
finden ist (Soupene et al., 2008). So wird beispielsweise ACSL1 auf der Plasmamembran 
und in GLUT4 Vesikeln von Adipozyten, aber auch im ER und Mitochondrien-
assoziierten Membranen von Hepatoyzen gefunden (Sleeman et al., 1998;Gargiulo et al., 
1999;Li et al., 2006a). ACSL4, dessen Lokalisation hauptsächlich im ER und den 
Peroxisomen ist, wird in Lipidvesikeln von Hepatomzellen gefunden (Brasaemle et al., 
2004). Verantwortlich für diese zellspezifischen Unterschiede könnten u.a. differentielles 
Splicing oder Protein-Protein- bzw. Protein-Lipidinteraktionen sein.  
Die ACSL Isoformen besitzen im Gegensatz zu FATPs eine Substratspezifität für 
langkettige C12-C22 Fettsäuren, die sich je nach Sättigungsgrad, Länge und Lokalisation 
der Fettsäure unterscheidet. Während ACSL4 die höchste Substratspezifität für mehrfach 
ungesättigte Fettsäuren (C20:4 and C20:5) zeigt, besitzen ACSL1 und ACSL5 eine hohe 
Präferenz für langkettige gesättigte und ein- bis zweifach ungesättigte Fettsäuren (Lewin 
et al., 2001a;Oikawa et al., 1998a). Trotz der ähnlichen Substratpräferenz von ACSL1 
und 5 wird die hepatozytäre Aufnahme von Fettsäuren jedoch nur durch die 
Überexpression von ACSL5, nicht aber von ACSL1 erhöht (Mashek et al., 2006e;Li et al., 
2006b). Dass nicht nur FATPs, sondern auch ACSLs an der zellulären Aufnahme von 
exogenen Fettsäuren und gleichzeitigen Konversion der Fettsäuren zu Acyl-CoA 
Thioestern - ein Prozess der als vektorielle Acylierung bezeichnet wird - beteiligt sind, 
konnte in einer Studie von Tong und Kollegen nachgewiesen werden. Interessant war, 
dass insbesondere ACSL1, 4 und 6, nicht aber ACSL5 in der Lage waren, eine durch 
Genmutation induzierte Fehlfunktion der FATP Proteine auszugleichen und die 
vektorielle Acylierung von Fettsäuren durchzuführen (Tong et al., 2006). Weitergehend 
konnte gezeigt werden, dass sich der Fettsäuremetabolismus und die Lipidbiosynthese in 
ACSL5-, verglichen mit ACSL1-überexprimierenden Hepatozyten, stark unterscheiden. 
Dies lässt die Vermutung zu, dass die individuellen ACSL Isoformen ihre 
Fettsäuresubstrate in unterschiedliche stromabwärts-lokalisierte Signalwege 
einschleusen können (Mashek et al, 2006b; Li et al.,2006). Unterstützt bzw. erweitert 
wird diese Vermutung durch Studien an ACSL1 Knockout und transgenen 
Mausmodellen. Hier konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung der ACSL1 im 
Fettgewebe zu einer 50-90 %igen Abnahme der Fettsäure-β-Oxidation führt, jedoch 
keinen Einfluss auf die Triglyceridsynthese hat (Ellis et al., 2010). Im Gegensatz dazu 
wird durch einen leberspezifischen ACSL1 Knockout sowohl die Triglyceridsynthese als 
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auch die Fettsäure-β-Oxidation vermindert (Li et al., 2009). Eine herzspezifische 
Überexpression der ACSL1 induziert eine starke Steigerung der Triglycerid- und 
Glycerophospholipidsynthese, zeigt aber keine Auswirkungen auf die β-Oxidation (Chiu 
et al., 2001). Die Einschleusung von Acyl-CoAs in den ana- oder katabolischen 
Lipidmetabolismus ist daher nicht nur von der ACSL Isoform, sondern insbesondere auch 
von der gewebespezifischen und zellulären Lokalisation abhängig. 
Für die Enzymfamilie der ACSL sind eine Reihe von transkriptionellen und 
posttranslationalen Regulationsmechanismen beschrieben worden. So zeigte sich in der 
Rattenleber eine erhebliche Variation in der ACSL Expression und Aktivität bei Über- und 
Unterernährung. Beispielsweise konnte nach einem Fastenzeitraum von 48 h eine 
erhöhte hepatozelluläre ACSL1 und ACSL4 Expression, aber eine erniedrigte ACSL1 
und ACSL5 Expression detektiert werden (Mashek et al., 2006c). Im Gegensatz dazu 
wurde bei einer insulin- und glucosereichen Ernährung eine Steigerung der ACSL1 und 
ACSL5 Expression in der Leber gefunden. In Fettgewebe von fettleibigen Zucker-Ratten 
war die ACSL1 Expression wesentlich höher als in normalgewichtigen Kontrolltieren und 
wurde durch Muskelarbeit vermindert (Shimomura et al., 1996). Mehrere Studien zeigen 
außerdem, dass die ACSL Expression von verschiedenen Fettsäure- und Acyl-CoA-
regulierten Transkriptionsfaktoren wie PPAR oder SREBP abhängig ist. So können 
PPAR-γ-Agonisten eine deutliche Induktion der ACSL1 Expression in Leber und 
Fettgewebe hervorrufen; SREBP-1c ist an der Insulin- und Glucose-induzierten 
Expressionssteigerung der ACSL5 in der Leber beteiligt (Achouri et al., 
2005a;Schoonjans et al., 1995). Zusätzlich zur transkriptionellen Regulation, die 
Veränderungen der ACSL Isoformen auf mRNA Ebene hervorruft, sind insbesondere 
ernährungsbedingte translationale und posttranslationale Modifikation der ACSL 
Proteinmenge und Aktivität von Bedeutung. So konnte eine Diskrepanz zwischen ACSL 
mRNA und Proteinsynthese bzw. Aktivität detektiert werden, die darauf schließen lässt, 
dass weitere Mechanismen an der ACSL Regulation beteiligt sind (Mashek et al., 2006b). 
 
3.5.2 ACSL Isoform 5 – Lokalisation, Expression und Regulation 
Die molekulare Charakterisierung der humanen ACSL5 durch Yamashita im Jahre 2000 
legte ein 46 kb umfassendes, aus 21 Exons und 22 Introns bestehendes Gen offen, das 
auf Chromosom 10q25.1-q25.2 lokalisiert ist (AB033899). Zurzeit sind drei 
Transkriptvarianten, die sich in der Länge der 5´UTR unterscheiden, nachgewiesen. Die 
Einleitung 
 
 
25 
erste Variante ACSL5 v1 kodiert für die Proteinisoform ACSL5a (NM_016234), die 
zusätzliche 56 Aminosäuren (kodiert durch Exon 1) am aminoterminalen Ende im 
Vergleich zur Isoform ACSL5b (NM_203379) enthält. Die Proteinisoform b wird von 
beiden Transkriptvarianten ACSL5 v2 und v3 kodiert. Allerdings scheint nur die ACSL5 
Isoform b funktionelle Relevanz in der Zell- und Gewebeexpression zu besitzen, da die 
Isoform a bisher in keiner Analyse auf Protein-Ebene spezifisch nachgewiesen werden 
konnte. Es konnte nur ein 683 Aminosäuren umfassendes Protein, das mit der 
Aminosäuresequenz des zweiten Exons der Transkriptvarianten v1 beginnt und somit der 
Isoform b entspricht, detektiert werden (Yamashita et al., 2000). Die mRNA-Sequenz der 
ACSL5 umfasst eine mitochondrialen Targetsequenz in Exon 2, die auf eine 
präferentielle Lokalisation der ACSL5 im Mitochondrium hinweist, eine ATP- und 
Fettsäure-Bindedomäne, eine Domäne zur Magnesiumionen-Bindung und eine 
Luziferasedomäne. 
Aufgrund der mitochondrialen Lokalisation, die in mehreren in vitro Studien 
nachgewiesen werden konnte (Gassler et al., 2007a;Mashek et al., 2006d), und der 
daraus resultierenden Nähe zur Fettsäure-β-Oxidation wurde die Funktion der ACSL5 
bislang eher im katabolischen Lipidmetabolismus vermutet. Jedoch konnte durch 
verschiedene Studien nachgewiesen werden, dass die durch ACSL5 synthetisierten 
Acyl-CoA-Verbindungen verstärkt im anabolischen Lipidstoffwechsel wie z.B. der 
Triglycerid- und Phospholipidsynthese, nicht aber im katabolischen 
Fettsäurestoffwechsel zu finden sind. So zeigen experimentelle Studien, dass die 
hepatische ACSL5 Expression durch Fasten reduziert, jedoch durch eine 
kohlenhydratreiche Ernährung gesteigert wird und dass die Behandlung primärer 
Hepatozyten mit Insulin und Glukose in einen SREBP-1c-induzierten Anstieg der ACSL5 
Expression resultiert (Achouri et al., 2005b;Mashek et al., 2006a). Des Weiteren zeigte 
sich, dass die hepatozelluläre Überexpression von ACSL5 zu einer gesteigerten 
Aufnahme von Fettsäuren und Einschleusung von Acyl-CoAs in die Lipidsynthese führte 
(Mashek et al., 2006f). Eine kürzlich erschienene Studie von Bu und Kollegen unterstützt 
die Daten einer ACSL5-vermittelten Einschleusung von Acyl-CoAs in den anabolischen 
Lipidmetabolismus. So wurde durch die siRNA-vermittelte Inaktivierung der ACSL5 in 
primären Hepatozyten die Fettsäure-induzierte Lipidvesikelbildung sowie Acyl-CoA-
Einschleusung in die intrazelluläre Triglycerid-, Phospholipid- und Cholesterolsynthese 
stark verringert. Die Fettsäure-β-Oxidation hingegen war stark erhöht (Bu et al., 2010). 
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Zusätzlich zur Funktion der ACSL5 im Fettsäure- und Lipidmetabolismus konnte in zwei 
kürzlich erschienenen Studien eine funktionelle Bedeutung in der zellulären Regulation 
von Apoptose, Überleben und Differenzierung dargestellt werden. Gassler und Kollegen 
weisen auf eine Rolle der ACSL5 in der enterozytären Differenzierung und Seneszenz 
hin und zeigen, dass bei ACSL5 Überexpression eine verstärkte Sensibilisierung für eine 
TRAIL-vermittelte Apoptose in Enterozyten vorliegt (Gassler et al., 2007b). Im Gegensatz 
dazu zeigt eine Studie von Mashima und Kollegen, dass eine ACSL5 Überexpression in 
Gliomazellen die Triacsin c-induzierte Apoptoseinduktion inhibiert. Demnach wird eine 
potentielle Rolle der ACSL5 im Überleben von Tumorzellen postuliert (Mashima et al., 
2009). Trotz der gegensätzlichen Daten zur Funktion der ACSL5 geben diese Studien 
einen ersten Hinweis darauf, dass ACSL5 nicht nur eine entscheidende Rolle im 
Lipidmetabolimus, sondern auch in zellregulatorischen Signalmechanismen spielen 
könnte; Mechanismen, die möglicherweise gewebespezifische Unterschiede zeigen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Einleitung 
 
 
27 
3.6 Wissenschaftliche Fragestellung 
In der Pathogenese von metabolisch bedingten Lebererkrankungen stellen die 
hepatozelluläre Fettsäureakkumulation und die Lipoapoptose zwei 
Schlüsselmechanismen dar. Fettsäuren werden in der Zelle zeitnah durch ACSLs zu 
Acyl-CoA Thioestern aktiviert und nehmen Einfluss auf eine Vielfalt von zellulären 
Signalmechanismen. Von den fünf identifizierten ACSL Isozymen ist ACSL5 die einzige 
Isoform, die eine mitochondriale Lokalisation und gleichzeitig eine potentielle 
Involvierung in den apoptotischen Zelltod von epithelialen Zellen aufweist. Ihre 
funktionelle Bedeutung in der Entstehung der Leberverfettung und des hepatozellulären 
Zelltods wurden bislang nicht systematisch analysiert. 
Als konkrete Fragestellungen bzw. Aufgaben der vorliegenden Arbeit ergaben sich 
insofern die Analyse der nutritiv-regulierten Expression von ACSL5 durch Fettsäuren und 
Lipide sowie die Untersuchung der funktionellen Rolle von ACSL5 in der hepatozellulären 
Apoptose. Insbesondere sollten ACSL5-induzierte Veränderungen im Lipidmetabolismus 
und ihre Auswirkung auf zelluläre Signalwege sowie die mitochondriale Funktionalität 
ermittelt werden.  
Gesamtziel dieser Arbeit war es, die Rolle von ACSL5-assoziierten Apoptose- und 
Lipidsignalwegen in der Pathogenese der NAFLD zu charakterisieren und die funktionelle 
Bedeutung von ACSL5 in der pathogenetischen Sequenz von Steatosis hepatis, 
inadäquater Apoptose und Leberfibrose/-zirrhose aufzuschlüsseln. 
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4. MATERIAL UND METHODEN 
4.1 Materialien 
4.1.1 Geräte 
Ausgießstation HistoCenter 2    Thermo Scientific, Karlsruhe 
Blotsystem System Mini Protean III    Biorad, München 
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37°C)   Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
ELISA Reader      Molecular Devices, München 
Fluoreszenzmikroskop Eclipse 80i   Nikon, Düsseldorf 
Fluormeter M 200      Tecan, Crailsheim 
Gewebemixer Ultra Turrax    IKA Labortechnik, Staufen 
Gewebeeinbettautomat Shandon Excelsior  Thermo Scientific, Karlsruhe 
DNA-Elektrophorese-Apparatur    Serva, Heidelberg 
HPLC System      Shimadzu, Duisburg 
iQ5 RealTimePCR Gerät     BioRad, München  
Massenspektrometer PE-SCIEX API 3000  Perkin Elmer, Wiesbaden 
Massenspektrometer 4000QTRAP System-Ion path Applied Biosystems, Darmstadt 
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)    Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Nanodrop ND-1000      Peqlab, Erlangen 
Ni-NTA Agarose Gelfiltrationssäule XK 16/60  Amersham Biosciences, Freiburg 
Optimax Röntgenfilmentwickler    Protec Medizintechnik, Gronau  
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25   Zeiss, Jena 
Polymerisationsofen B5042    Heraus/Kendro, Düsselsorf 
Reinraumwerkbank Hera Safe    Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Rotationsmikrotom RM2145    Leica, Wetzlar 
Transmissionselektronenmikroskop   Philips, Eindhoven, Niederlande 
Thermomixer compact     Eppendorf, Hamburg 
Ultracut-Schneidemachine    Leica Microsystems, Wetzlar  
Ultraschallbad Bransonic     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ultraschallhomogenisator Sonoplus   Bandelin Electronic, Berlin 
Ultrostainer 2168      Laurylab, Frankreich 
Vakuumzentrifuge Savant AES2000   Thermo Fisher, Schwerte 
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4.1.2 Software 
Analyst MS      Applied Biosystems, CA, USA 
Bio-Rad iQ5 Standard    Biorad, München 
CoralDraw Graphics Suite    Coral, Unterschleißheim 
Graph Pad Prism     La Jolla, CA, USA 
Nano ND-1000     Peqlab, Erlangen 
NIS-Elements     Nikon GmbH, Düsseldorf 
Reference Manager    Thomson Scientific, MA, USA 
SOFTmax 1.2.0 für ELISA    Molecular Devices, München 
Tecan-I control Fluormeter Software  Tecan, Crailsheim 
 
4.1.3 Verbrauchsmittel 
Blot-Papier      Biorad, München 
Deckgläser      Langenbrinck, Emmendingen 
Einbettkassetten     Thermo Scientific, Karlsruhe 
Gewebekulturflaschen (T75, T25)  Greiner bio-one, Frickenhausen 
Gewebekulturschalen (6cm2, 10cm2)  Becton Dickinson, Karlsruhe 
Glasröhrchen (Teflon-beschichteter Deckel) Kimble Chase, Meiningen 
HPLC Probengefäße 6x32 CLR 0,1 ml  Sun Sri, TN, USA 
HPLC Probengefäße 12x32 CLR 1,5 ml  Sun Sri, TN, USA 
HPLC Säule Gemini 5u C18 110A (ACA) Phenomenex, Aschaffenburg 
HPLC Schutzsäule Gemini C18 4 x 2.00 mm Phenomenex, Aschaffenburg 
HPLC Säule Supelcosil LC-NH2 (CSL)  Sigma-Aldrich (Supelco), Steinheim HPLC 
Säule Discovery C18 5u 5x 2.1 (LCB) Sigma-Aldrich (Supelco), Steinheim 
Immobilon-P Transfer Membranen  Millipore GmbH, Schwalbach 
Kanülen BD Microlance 27G 19mm  Becton Dickinson, Karlsruhe 
Kodak BioMax Light Film    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Microseal ’B’Film     BioRad, München 
Mikrotomklingen A35    Feather/ PFM, Köln 
Multiwell-Platten schwarz    Becton Dickinson, Karlsruhe 
Multiwell-Platten qRT-PCR   PeqLab, Erlangen 
Ni-NTA Agarose      Qiagen, Hilden 
Objektträger Histoslides (adhäsiv)  Thermo Scientific, Karlsruhe 
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4.1.4 Chemikalien und Lösungsmittel 
Acetat       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aceton      Apoptheke des UK Aachen 
Acetonitril      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Adenosintriphosphat    Sigma-Aldrich, Steinheim 
6-Aminohexansäure    Roth, Karlsruhe 
Ammoniumformat     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ammoniumacetat     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Antikörperverdünner (IHC)   Nichirei/ Medac, Wedel 
β-Mercaptoethanol     Merck, Darmstadt 
Bleicitrat (Ultrostain II)    Laurylab, Frankreich 
Borsäure      Roth, Karlsruhe 
BSA       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Butanol      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Chloroform      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Citrat-Puffer, pH 6     DCS Innovative Diagnostik, Hamburg 
Citronensäure-Monohydrat   Merck, Darmstadt 
Coenzym A       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Diaminobenzidine (DAB) Plus    Lab Vision/ Medac, Wedel 
Dichlormethan     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dithiothreitol      Sigma-Aldrich, Steinheim  
EDTA       Serva, Heidelberg 
Entwickler G153 für Cunix 60 Gerät  AGFA, Köln 
Epon (Epoxy-Embedding-Kit)   Fluka, Steinheim 
Ethanol      Roth, Karlsruhe 
Fixierer G354     AGFA, Köln 
Formalin (Formafix, 4 %)    Patho Med Logistik, Viersen 
Glutaraldehyd 25%     Agar Scientific/Planto, Wetzlar 
Glyceringelatine (Kaiser´s)   Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycin       Roth, Karlsruhe 
Guanidin-Hydrochlorid    Roth, Karlsruhe 
Hämalaun n. Mayer     Merck, Darmstadt 
HEPES      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Hexan      Sigma-Aldrich, Steinheim 
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n-Heptan      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Isopropanol      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydroxid     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Linolsäure      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magnesiumchlorid     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Mannitol      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methanol      Apoptheke des UK Aachen 
Milchpulver      Roth, Karlsruhe 
MitoTracker Red CMX Ros   Molecular Probes, Darmstadt  
Natriumhydroxid     Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe 
Ölrot O      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ölsäure      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Osmintetraoxid     Agar Scientific/Planto, Wetzlar 
Palmitinsäure     Sigma-Aldrich, Steinheim 
3H-Palmitinsäure     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Paraffin (Histoplast)    Thermo Scientific, Karlsruhe 
PMSF       Sigma-Aldrich, Steinheim 
Propylenoxid      Serva, Heidelberg 
Schwefelsäure     Roth, Karlsruhe 
SDS       Serva, Heidelberg 
Sucrose      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tri Reagent      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris       Roth, Karlsruhe 
Tween 20      Serva, Heidelberg 
Uranylacetat (Ultrostain I)    Laurylab, Frankreich 
Urea       Roth, Karlsruhe 
Vitroclud Einschlußmittel    Langenbrinck, Emmendingen 
Wasserstoffperoxid     Lab Vision/Medac, Wedel 
Xylol       Fischar, Saarbrücken 
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4.1.5 Puffer und Lösungen 
Tab. 4-1: PBS 
Komponente Volumen/Menge 
KCl 2,24g 
KH2PO4 2,04g 
NaCl 80,06g 
Na2HPO4 x 2H2O 11,57g 
A.bidest 1000ml 
 
Tab. 4-2: ACSL Homogenisationspuffer, pH 7,5 
Komponente Volumen/Menge 
1 M Tris (150 mM) 1,5 ml 
0,5 M EDTA (2 mM) 40 µl 
Auf 10 ml A. bidest auffüllen 
 
Tab. 4-3: ACSL Assaypuffer 
Komponente Volumen/Menge 
0,5 M Tris/ HCl pH 7,4 0,3 ml 
0.5M MgCl2 0,2 ml 
5% Triton X-100 40 µl 
50 mM EDTA 40 µl 
[3H]Palmitat in Triton X-100 20 µl 
100mM DTT 20 µl 
20 mM Coenzym A 60 µl 
200mM ATP 0,2 ml 
A. bidest 0,12 ml 
 
Tab. 4-4: Dole’s Medium 
Komponente Volumen/Menge 
Isopropanol  4 ml 
n-Heptan  1 ml 
H2SO4  0,1 ml 
 
Tab. 4-5: MB-Puffer, pH7,5 
Komponente Volumen/Menge 
210nM Mannitol  0,0182 mg 
70mM Sucrose  2,4 g 
1mM EDTA  0,029 g 
10mM HEPES  0,26 g 
Aqua bidest 100 ml 
1 Prot.Inh. complete mini Tablette hinzufügen 
 
Tab. 4-6: B2-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
NaH2PO4 x H2O 3,59 g 
NaH2PO4 x 2H2O 30,97 g 
1 l A. bidest zufügen 
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Tab. 4-7: TBST, pH 7,5 
Komponente Volumen/Menge 
1 M NaCl 30 ml 
1 M Tris, pH 7,5 20 ml 
Tween 20 2500 µl 
Auf 1 l A. dest auffüllen 
 
Tab. 4-8: 50x TBE 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 108 g 
Borsäure 55 g 
EDTA (0,5 M, pH8) 40 ml 
1 l A.bidest zufügen und autoklavieren 
 
Tab. 4-9: 10x LE-Puffer, pH 8,8 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 30,2 g 
Glycin  144 g 
A.bidest. 1 l 
 
Tab. 4-10: Anodenpuffer I/II 10x 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 36,5 g/ 365 g 
A.bidest. 1 l 
 
Tab. 4-11: Kathodenpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
Tris 30,2 g 
Aminohexansäure 50,25 g 
A.bidest. 1 l 
 
Tab. 4-12: Stripping-Puffer 
Komponente Volumen/Menge 
PBS 30 ml 
5 % (w/v) SDS 20 ml 
β-Mercaptoethanol 348 µl 
 
Tab. 4-13: Acyl-CoA Probenpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
Methanol 50 ml 
A. bidest 50 ml 
Chloroform 5 ml 
Butanol 5 ml 
 
Tab. 4-14: Acyl-CoA HPLC-Lösung A 
Komponente Volumen/Menge 
A. bidest 425 ml 
Acetonitril 75 ml 
Triethanolamin 250 µl 
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Tab. 4-15: Acyl-CoA HPLC-Lösung B 
Komponente Volumen/Menge 
A. bidest 50 ml 
Acetonitril 450 ml 
Triethanolamin 250 µl 
 
Tab. 4-16: CSL Probenpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
CSL-HPLC-Lösung A 147 ml 
CSL-HPLC-Lösung B 3 ml 
 
Tab. 4-17: CSL HPLC-Lösung A (97:2:1) 
Komponente Volumen/Menge 
Acetonitril 2910 ml 
Methanol 60 ml 
Acetat 30 ml 
Ammoniumacetat (5 mM) 1,16 g 
 
Tab. 4-18: CSL HPLC-Lösung B (64:15:20:1) 
Komponente Volumen/Menge 
Metanol 1920 ml 
A. bidest 450 ml 
Butanol 600 µl 
Acetonitril 30 ml 
Ammoniumacetat (5 mM) 1,16 g 
 
Tab. 4-19: LCB Probenpuffer 
Komponente Volumen/Menge 
LCB-HPLC-Lösung A 90 ml 
LCB-HPLC-Lösung B 10 ml 
 
Tab. 4-20: LCB HPLC-Lösung A (58:41:1) 
Komponente Volumen/Menge 
Methanol 1740 ml 
A. bidest 1230 ml 
Butanol 30 ml 
Ammoniumformat (5 mM) 1,16 g 
 
Tab. 4-21: LCB HPLC-Lösung B (99:1) 
Komponente Volumen/Menge 
Metanol 990 ml 
Acetat 30 ml 
Ammoniumformat (5 mM) 0,95 g 
 
Tab. 4-22: Lysepuffer 
Komponente Volumen/Menge 
1 M Tris-HCl pH 8.0 25 ml 
0,5 M EDTA pH 8.0 100 ml 
1 M NaCl 10 ml 
10 % SDS 50 ml 
Auf 500 ml A.bidest. auffüllen 
Vor Gebrauch mit 15,4 mU Proteinase K versetzen 
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4.1.6 Molekularbiologische Reagenzien, Kits und Enzyme 
4.1.6.1 Reagenzien für Transfektion und siRNA Knock down 
Fugene Transfection Reagent   Roche, Mannheim 
Geneticin      Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
Hiperfect Transfection Reagent   Qiagen, Hilden 
siRNA Probenpuffer    Qiagen, Hilden 
 
4.1.6.2 Reagenzien für Apoptoseinduktion und Apoptose-/ Zellvitalitätsassays 
Apo-One Homogenous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim 
Cell Titer Blue Assay Cell Viability Assay Promega, Mannheim 
Cycloheximide Ready Made Solution  Sigma-Aldrich, Steinheim 
DAPI       Abbott, Wiesbaden    
FasL, soluble human recombinant  Alexis/Axxora, Lörrach 
ISP1 (Myriocin)     Biomol, Hamburg 
Staurosporine Ready Made Solution  Sigma-Aldrich, Steinheim 
TNFα human recombinant    Biomol, Hamburg 
TRAIL, soluble human recombinant  PeproTech, Hamburg 
Trypan Blau Lösung    Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
4.1.6.3 Reagenzien für cDNA-Synthese, RealTimePCR und Gelelektrophorese 
SuperScriptIII Reverse Transcriptase  Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
Oligo-(dT)20-Primer    Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
dNTP-Mix (10mM)     Fermentas, St. Leon-Rot 
Protector RNase Inhibitor    Roche, Mannheim 
iQ SYBR Green Supermix    Biorad, München 
Low molecular weight DNA Ladder  New England Biolabs, Frankfurt 
1kb DNA Ladder     New England Biolabs, Frankfurt 
Loading Dye 6x     New England Biolabs, Frankfurt 
 
4.1.6.4 Reagenzien für Klonierung, Transformation und Plasmidextraktion 
Ampicillin      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Gelextraction Kit     Invitrogen/Gibco, Darmstadt  
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LB Agar      Roth, Karlsruhe 
LB Medium      Roth, Karlsruhe 
PCR Extender System     5Prime, Hamburg 
PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden 
Plasmid Miniprep Kit    Peqlab, Erlangen 
Plasmid Maxiprep Kit    Qiagen, Hilden 
RE-Enzym BamHI + Puffer   New England Biolabs, Frankfurt 
RE-Enzym NotI + Puffer    New England Biolabs, Frankfurt 
RE-Enzym XbaI + Puffer    New England Biolabs, Frankfurt 
T4 DNA Ligase + Puffer    New England Biolabs, Frankfurt 
TOPO TA Cloning System    Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
 
4.1.6.5 Reagenzien für Proteinbestimmung, SDS-PAGE und Western Blot 
BioRad Dc Protein Assay Reagent A  BioRad, München 
BioRad Dc Protein Assay Reagent B  BioRad, München 
BioRad Dc Protein Assay Reagent S  BioRad, München 
ECL Western Blotting Substrate   Pierce/ Thermo Fisher, Bonn 
Laemmli-Probenpuffer 2x conc.   Sigma-Aldrich, Steinheim 
Prestained Protein Marker V   PeqLab, Erlangen 
Protease Inhibitor Complete Mini   Roche, Mannheim 
 
4.1.6.6 Reagenzien für Lipidextraktion und -massenspektrometrie 
Interner Standard C15:0 Acyl-CoA  Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA 
Interner Standard C17:0 Acyl-CoA  Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA 
Interner Standard C23:0 Acyl-CoA  Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA 
Interner Standard C25:0 Acyl-CoA  Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA 
Interner Standard Sphingolipid Mix II   Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA 
Triglycerid Assay Kit    ZenBio/ BioCat, Heidelberg 
 
4.1.6.7 Sonstige Reagenzien und Enzyme 
Benzonase      Roche, Mannheim 
Proteinase K      Appli Chem, Darmstadt 
Trypsin      Invitrogen/Gibco, Darmstadt 
Material und Methoden 
 
 
37 
4.1.7 Primer 
Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins MWG synthetisiert. 
Tab. 4-23: Primersequenzen für die Standard- und qRTPCR 
Gen Primer Nukleotid-Sequenz Produkt-Länge 
sense 5´CATTTGCCATGGACAAGA
TG´3 
hCyclophilin Cyclophilin 
For/Rev 
antisense 5´ACCCCACCGTGTTCTTCG
AC´3 
300 bp 
sense 5´TTTGTTTTCCCCACTTCCG
ACC´3 
hACSL5  
(5’ Ende) 
Anfang 
ACSL5 
For/Rev antisense 5´TTCCGTGCTCCTCCCTCA
ATTC´3 
150 bp 
sense 5´TGAGCGTCATCTGCTTCA
CC´3 
hACSL5 
(Mitte) 
Mitte 
ACSL5 
For/Rev antisense 5´AGCCAGCAACCGAATATC
CC ´3 
248 bp 
sense 5´TTTTTGTACACGGGGAGA
GC´3 
hACSL5 
(3’Ende) 
H52 
For/Rev 
antisense 5´ACAGGCTGTCAATTTGGG
TC ´3 
321 bp 
sense 5´AATGGGCTCTTGACACCA
AC’3 
hACSL5/His 
(ACSL5 
rekombinant) 
ACSL5F2/
HisR 
antisense 5´GTGATGATGACCGGTACG 
´3 
216 bp 
sense 5´ATGCTTTTTATCTTTAACT
TTTTGTTTTCCCCACTTCC´3 
hACSL5/His 
(cDNA 
komplett) 
ACSL5s2/ 
HisR 
antisense 5´GTGATGATGACCGGTACG 
´3 
2172 bp 
sense 5’CCAGAAGGGCTTCAAGAC
TG’3 
hACSL1 ACSL1 
for/rev 
antisense 5´GCCTTCTCTGGCTTGTCA
AC ´3 
203 bp 
sense 5`CCCGCCACCAACTTACTT
TA ´3 
hACSL3 ACSL3 
for/rev 
antisense 5`GCCCCCAAATAACCAATT
CT ´3 
204 bp 
sense 5´GGTCTGTTTGCTTTGCTG
A ´3 
hACSL4 ACSL4 
for/rev 
antisense 5´ACTCTGCCCTTCTCCCAA
AT ´3 
256 bp 
 
sense 5’AGCAATAGGAAAAGGCCA
AC’3 
mAlbumin- 
Promotor 
Alb- 
Promotor 
For/Rev antisense 5´AATCACCGACCTTGACCA
TC´3 
219 bp 
sense 5`GGTCGGTGTGAACGGATT
TGGCCG´3 
mGapdh mGapdh 
For/Rev 
antisense 5`GTTAGTGGGGTCTCGCTC
CT´3 
238 bp 
sense 5`ATGGTGAAGGTCGGTGTG
AACGGATTTGGCCG´3 
mGapdh 
(cDNA 
komplett) 
mGapdh 
s1/as1 
antisense 5’TCTTGCTCAGTGTCCTTG
C’3 
1044 bp 
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4.1.8 Antikörper 
Tab. 4-24: Primär- und Sekundärantikörper für WesternBlot, Immunfluoreszenz und -histochemie 
Primärantikörper Hersteller Verwendung 
ACSL5 mAb (Maus) Abnova, Heidelberg WB/IHC 1:500/50 
α-Histidin mAb (Maus) R&D Systems, Wiesbaden WB 1:1000 
α-Histidin mAb (Kanninchen) Rockland-Immuno/ Biomol, Hamburg WB 1:5000 
β-Aktin pAb (Maus) Sigma-Aldrich, Steinheim WB 1:1000 
Bid mAb (Kanninchen) Cell Signalling Tech/ NEB, Frankfurt WB 1:500 
Caspase-8 mAb (Maus) Alexis/Axxora, Lörrach WB 1:500 
Caspase-9 mAb (Maus) Cell Signalling Tech/ NEB, Frankfurt WB 1:500 
CoxIV (Kanninchen) Cell Signalling Tech/ NEB, Frankfurt WB 1:1000 
GBR2 (Kanninchen) Cell Signalling Tech/ NEB, Frankfurt WB 1:500 
KD7 (Ratte) (Gassler et al., 2004) WB/IF unverd. 
Sekundärantikörper Hersteller Verwendung 
Esel anti-Maus IgG HRP Santa Cruz Biotech, Heidelberg WB 1:10000 
Esel anti-Kaninchen IgG HRP Santa Cruz Biotech, Heidelberg WB 1:10000 
Esel anti-Ratte IgG HRP Santa Cruz Biotech, Heidelberg WB 1:10000 
Esel anti-Ratte IgG Cy2 Jackson Immuno Res, Hamburg IF 1:250 
Anti-Maus Histofine Polymer-HRP Nichirei/ Medac, Wedel IHC unverd. 
 
4.1.9 Plasmide und siRNAs 
Plasmid/ siRNA                             Funktion 
pcDNA_Dest40 (Invitrogen) Originalvektor 
pcDNA_Dest40_hACSL5  Konstitutive Expression der humanen ACSL5 
pCR2.1 (Invitrogen)                      Originalvektor 
pCR2.1_Albumin                 Originalvektor mit integriertem Albumin-Promotor 
pCR2.1_Albumin_hACSL5 Leberspezifische Expression der humanen ACSL5 
pCR II_TOPO (Invitrogen) Insertion von Taq- amplifizierten PCR-Produkten 
Hs_ACSL5_6 HP (Qiagen) Spezifischer Knockdown der ACSL5 Expression 
Hs_ACSL_7 HP (Qiagen)   Spezifischer Knockdown der ACSL5 Expression 
All Stars Neg. siRNA (Qiagen) Nicht-Genexpressioninaktivierende Kontroll-siRNA 
 
4.1.10 Zellkulturmedien und Zusatzstoffe 
4.1.10.1 Kulturmedium für HepG2 und Hepa 1-6 
DMEM 4,5 g/l Glucose    Sigma-Aldrich, Steinheim 
10 % (v/v) FKS    PAN Biotech, Bayern 
1,6 mM L-Glutamin    PAA, Cölbe 
40000 U/ml Penicillin   PAA, Cölbe 
40 mg Streptomycin   PAA, Cölbe 
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4.1.10.2 Kulturmedium für primäre humane Hepatozyten 
DMEM 4,5 g/l Glucose    Sigma-Aldrich, Steinheim 
1,6 mM L-Glutamin    PAA, Cölbe 
40000 U/ml Penicillin   PAA, Cölbe 
40 mg Streptomycin   PAA, Cölbe 
7.3 ng/ml Glucagon    Sigma-Aldrich, Steinheim 
0.125 U/ml Humanes Insulin  Sigma-Aldrich, Steinheim 
0.8 µg/ml Hydrocortison   Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
Im Gegensatz zum Aussaat-Medium (direkt nach der Isolation) enthält das Kulturmedium 
für primäre Hepatozyten kein FKS. 
 
4.1.11 Gewebematerial, Zelllinien und Versuchstiere 
Gewebenummer                Organ                                 Alter 
NG 132    Leber    43 a 
NG 172    Leber    62 a 
NG 174   Leber    39 a 
NG 179    Leber    12 a 
NG 180    Leber    67 a 
NG 182    Leber    73 a 
NG 185    Leber    69 a 
NG 187    Leber    59 a 
NG 195    Leber    76 a 
NG 205    Leber    70 a 
NG 206    Leber    53 a 
NG 207    Leber    70 a 
NG 215    Leber    74 a 
NG 217    Leber    61 a 
 
Zusätzlich wurden folgende Lebergewebestanzen analysiert: 
E-Nr. 08-3220, 08-3041, 08-1781, 08-1351, 08-944, 08-790, 08-674, 08-575, 08-1781,  
07-25342, 07-22799, 08-877, 08-2330, 08-3292, 08-676, 08-1939, 08-3614 
 
Bei den humanen Lebergewebeproben handelt es sich um vollständig anonymisiertes 
Archivmaterial, das im Rahmen der allgemeinen klinischen Diagnostik gewonnen und 
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entsprechend der Richtlinien histopathologisch im Institut für Pathologie aufgearbeitet, 
befundet und archiviert wurde. Die Nutzung der Gewebe für wissenschaftliche Zwecke 
erfolgte in Übereinstimmung mit den Inhalten der Deklaration von Helsinki und mit 
Befürwortung durch die zuständige lokale Ethikkommission. 
 
Zellinie                               Organismus                               Gewebeursprung 
HepG2   Homo sapiens          Leber 
Hepa 1-6   Mus muskulus          Leber 
PHH    Homo sapiens          Leber 
 
HepG2 ist eine adhärent wachsende, immortalisierte, mäßig differenzierte humane 
Hepatomzelllinie, isoliert aus dem hepatozellulären Karzinom eines 15-jährigen 
männlichen Patienten (Aden et al., 1979). 
Hepa 1-6 ist eine adhärent wachsende, immortalisierte Tumorzelllinie aus dem BW7756 
Hepatom von C57BL/6J Mäusen (Darlington, 1987).  
Die primären humanen Hepatozyten (PHH) wurden mittels einer modifizierten 
EGTA/Kollagenase-Perfusion aus humanem Lebergewebe von Patienten, die einer 
hepatischen Resektion aufgrund eines hepatozellulären Karzinoms unterzogen wurden, 
isoliert (Weiss et al., 2002). Die Isolation wurde im Institut für Chirurgie des 
Universitätsklinikums Regensburg in Übereinstimmung mit den Richtlinien der Human 
Tissue and Cell Research (HTCR) Stiftung und der Befürwortung durch die zuständige 
lokale Ethikkomission durchgeführt. 
 
Mauslinie                             Geschlecht            Funktion 
B6D2F1     w   Oozytenspender 
C57BL/6J     m   Befruchtung der Spenderoozyten 
C57BL/6J     m/w   Rückkreuzung der Founder Tiere 
C57BL/6J-tg(alb-ACSL5)   m/w   Leberspezifische hACSL5-Expression 
 
Die B6D2F1 Mauslinie entstammt aus der Kreuzung eines C75BL/6J Weibchens mit 
einem DBA/2J Männchen und besitzt somit einen genetischen Hintergrund von 50 % 
C75BL/6J und 50 % DBA/2J. Alle anderen Mauslinien basieren auf einem zu 99,9 % 
reinen C57BL/6J Hintergrund. 
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4.2 Zellbiologische und biochemische Methoden 
4.2.1 Kultivierung der Leberzelllinien HepG2 und Hepa 1-6 
Die Kultivierung von HepG2 und Hepa 1-6 erfolgte als Monolayer in T75-
Zellkulturflaschen bei 37 °C und konstanter Zufuhr von 5 % CO2. Als Kulturmedium 
diente Dulbecco´s modified eagle´s medium (DMEM) mit entsprechenden Zusätzen (s. 
Kapitel 4.1.10.1). Die Passagierung wurde unter sterilen Bedingungen an einer 
Reinraumwerkbank mit vertikaler Strömung durchgeführt. Alle Medien und Lösungen 
wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwärmt und die verwendeten Materialien 
sterilisiert. Konfluente Zellen wurden zur Passagierung zunächst mit PBS (vgl. Kapitel 
4.1.5, Tab. 4-1) gewaschen und durch Inkubation (3 min, 37 °C) mit 0,25 %iger 
Trypsin/ EDTA-Lösung von der Zellkulturschale abgelöst. Die Ablösung der Zellen vom 
Boden der Kulturflasche wurde lichtmikroskopisch kontrolliert und die Enzymreaktion 
durch Zugabe von FKS-haltigem Kulturmedium gestoppt. Anschließend wurden die 
Hepatozyten sedimentiert (1200 g, 5 min), das Pellet in Kulturmedium resuspendiert und 
in einer Verdünnung von 1:4 bis 1:8 in eine neue Kulturflasche überführt.  
 
4.2.2 Kultivierung von primären humanen Hepatozyten 
Die primären humanen Hepatozyten (PHH) wurden am Universitätsklinikum Regensburg 
(vgl. Kapitel 4.1.11) isoliert und in einer Konzentration von 2,5 x 104/cm2 auf Kollagen-
beschichteten 6-Kavitätenplatten ausgesät. Die Kultivierung erfolgte als Monolayer bei 
37 °C und konstanter Zufuhr von 5% CO 2, wobei die Zellen maximal eine Woche in 
Kultur gehalten wurden, um morphologische und zellphysiologische Veränderungen zu 
vermeiden. Als Kulturmedium diente DMEM mit entsprechenden Zusätzen (s. Kapitel 
4.1.10.2), das alle zwei Tage gewechselt wurde. Eine Passagierung der Zellen war nicht 
erforderlich, da PHH in Kultur keine Proliferationsaktivität zeigen. 
 
4.2.3 Transiente und stabile Transfektion von tierischen Zellen 
Sowohl die transiente wie auch die stabile Transfektion wurde mit dem 
Transfektionreagenz Fugene von Roche nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Vor 
Beginn der stabilen Transfektion musste die benötigte Geneticin-Konzentration als 
Selektionsmarker der transfizierten Zellen in einem Titrationstest ermittelt werden. Für 
HepG2 lag diese Konzentration bei 1 mg/ml. 
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Nach Aussaat der Zellen in 6-Kavitätenplatten (1-3 x 104 Zellen/ cm2) und eintägiger 
Kultivierung in Antibiotika-freiem Medium erfolgte die Herstellung des 
Transfektionskomplexes aus Plasmid-DNA und Fugene nach Anweisung des Herstellers. 
Anschließend wurden die Zellen 24 h bei 37 °C mit d em Transfektionskomplex inkubiert, 
so dass am nächsten Tag eine transiente Transfektion erreicht war und die Zellen 
geerntet oder für die Erzeugung von stabilen Transfektanten genutzt werden konnten. 
Für die stabile Transfektion wurden die transient transfizierten Zellen trypsiniert und in 
einer Titrationsreihe (1:2, 1:4, 1:10, 1:20, 1:50) mit Antibiotika-freiem Medium ausgesät. 
Ab dem zweiten Tag wurde der Selektionsdruck durch Geneticin aufgebaut. Dieser 
wurde so lange aufrechterhalten, bis die Zellen der untransfizierten Kontrolle 
abgestorben waren. Anschließend konnten die in den Gewebekulturschalen 
gewachsenen Einzelkolonien der transfizierten Zellen gezielt abgelöst und in eine 96-
Kavitätenplatte überführt werden. Unter Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks wurden 
die Zellen bis zur Konfluenz gezüchtet und anschließend in größere Kulturplatten 
überführt.  
 
4.2.4 Verfettungsinduktion mittels langkettiger Fettsäuren 
Die Verfettungsinduktion von HepG2 Zellen oder PHH erfolgte durch Inkubation mit den 
langkettigen, gesättigten oder ungesättigten Fettsäuren (FFA) Palmitinsäure (C16:0), 
Ölsäure (C18:1) oder Linolsäure (C18:2). Die Zellen wurden dazu in 24- oder 6-
Kavitätenplatten ausgesät und über einen Zeitraum von 8 oder 24 h mit einem Fettsäure-
Medium-Gemisch, das Konzentrationen von 0,2 mM bis 0,8 mM FFA enthielt, behandelt. 
Nach der Inkubation konnten die verfetteten Zellen entweder für eine RNA- oder 
Proteinextraktion geerntet oder mit siRNA weiterbehandelt werden. Zum Nachweis der 
Verfettung wurde die Ölrot O-Färbung verwendet. 
Da Fettsäuren nur eine geringe Löslichkeit in wässrigen Lösungen aufweisen, müssen 
sie vor Zugabe ins Kulturmedium mit BSA komplexiert und in Lösung gebracht werden. 
Die verwendeten C18-Fettsäuren, Ölsäure und Linolsäure, waren als BSA-komplexierte, 
Zellkultur getestete, sterile Stocklösungen (3 mM) bei Sigma-Aldrich kommerziell 
erhältlich. Die C16-Fettsäure, Palmitinsäure, musste allerdings vor Zugabe komplexiert 
werden. Dazu wurden 256,42 mg Palmitinsäure in 10 ml einer auf 70°C erhitzten 0,1 N 
NaOH-Lösung (steril filtriert) gelöst. Gleichzeitig wurde eine 10 %ige (w/v), Fettsäure 
freie BSA-Lösung in A. bidest hergestellt, steril filtriert und auf 55 °C erhitzt. Unter der 
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Sterilbank wurden anschließend 1 Teil der Palmitinsäure-Lösung mit 9 Teilen der BSA-
Lösung vermischt (Palmitinsäure-Stocklösung: 10 mM) und 10 min auf 55 °C erhitzt. 
 
4.2.5 RNA Interferenz in tierischen Zelllinien 
Für den siRNA Knockdown der humanen ACSL5 wurden die folgenden, 
doppelsträngigen siRNAs der Firma Qiagen genutzt: Hs_ACSL5_6 HP siRNA 
(sense r(AGGGUACAAACGUGUUCAA)dTdT) und Hs_ACSL_7 HP siRNA 
(sense r(GCGAGGAGAGCUUUCCAAA)dTdT) sowie die nicht-geninaktivierende 
Kontroll-siRNA, AllStars Negative siRNA. Die Hs_ACSL5_6 HP siRNA und Hs_ACSL5_7 
HP siRNA weisen nur geringe Sequenzhomologien zu ACSL1, 3, 4 und 6 mRNA (63%) 
auf, wobei mindestens 7 Mismatches vorhanden sind, die den spezifischen Knockdown 
von ACSL5 sicherstellen und eine nicht-zielgerichtete Geninaktivierung verhindern. 
Zur Etablierung des spezifischen ACSL5 Knockdowns in HepG2 Zellen wurden die 
Zellen zunächst auf 24-Kavitätenplatten ausgesät und mit verschiedenen 
Konzentrationen der ACSL5 siRNA (5-100 nM) über unterschiedlich lange 
Inkubationszeiten (24-96 h) behandelt. Beim Hauptexperiment wurden die HepG2 Zellen 
nach der Verfettungsinduktion mittels Ölsäure (vgl. Kapitel 4.2.4) 72 h mit 75 nM ACSL5 
oder Kontroll siRNA nach Anleitung des Herstellers kultiviert. 
 
4.2.6 Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus durch ISP1 
Die Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus in HepG2 Zellen erfolgte mittels ISP1 
(Myriocin), einem Sphingosinanalog und Serin-Palmitoyl-Transferase-Hemmer, der die 
Synthese von 3-Ketosphinganin verhindert. Dazu wurden die Zellen mit 1 µM ISP1 
(gelöst in Ethanol) über einen Zeitraum von 24 h behandelt. Anschließend wurde 
entweder eine Lipidextraktion durchgeführt oder die Zellen wurden mit Apoptose-
induzierenden Substanzen weiter behandelt.  
 
4.2.7 Apoptoseinduktion mittels TNFα, TRAIL und FASL 
ACSL5-transfizierte und untransfizierte sowie verfettete, siRNA oder ISP1 behandelte 
HepG2 Zellen wurden mit den Todesrezeptorliganden TNFα, TRAIL oder FasL für einen 
Zeitraum von 2, 4, 8 oder 24 h in einer Konzentration von 1-200 ng/ml behandelt. Um die 
Apoptosereaktion zu verstärken, wurde zusätzlich Cycloheximid (100 µg/ml) ins Medium 
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gegeben. Cycloheximid wirkt als Inhibitor der Proteinsynthese, indem es die Translation 
an den Ribosomen verhindert. 
Im Falle einer Vorbehandlung mit dem Serin-Palmitoyl-Transferase-Inhibitor ISP1 oder 
ACSL5-spezifischer siRNA wurden den Apoptose-induzierden Kulturmedien diese 
Substanzen weiterhin zugesetzt, um den spezifischen Effekt der Substanzen aufrecht zu 
erhalten. Nach Apoptoseinduktion wurde entweder die Apoptoserate mittels 
verschiedener Apoptose-, Zellvitalitäts- oder Zytotoxizitätsassays bestimmt oder eine 
Protein- bzw. Lipidextraktion durchgeführt. 
 
4.2.8 Bestimmung der Zellvitalität mittels Trypan Blau-Färbung 
Zur Bestimmung der Zellvitalität wurden die Zellen mit Trypan Blau, einem Farbstoff der 
sich im Cytoplasma von toten Zellen einlagert, angefärbt. Die Auszählung der lebenden 
(nicht gefärbten) und toten (blau angefärbten) Zellen erfolgte im Hämozytometer nach 
Neubauer. Dazu wurden 10 µl der Zellsuspension mit 40 µl PBS und 50 µl 0,4 %iger 
Trypan Blau-Lösung gemischt und 10 µl dieses Gemischs in dreifacher Wiederholung in 
einer Neubauerkammer ausgezählt. Zur Berechnung der Zellvitalität wurde der Mittelwert 
aus den vier Großquadraten von lebenden und toten Zellen und anschließend der 
prozentuale Anteil der lebenden Zellen im Bezug auf die Gesamtzellzahl (Summe aus 
lebenden und toten Zellen) bestimmt. 
 
4.2.9 Bestimmung der Apoptoserate mittels DAPI-Kernfärbung 
Der Farbstoff 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) eignet sich zur morphologischen 
Zellkernanalyse, insbesondere um Kernpyknosen und Kernfragmentierungen beim 
apoptotischen Zelltod zu detektieren. Die auf Deckgläsern ausgesäten und mit Apoptose-
induzierenden Substanzen behandelten Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS 
gewaschen, 15 min mit Methanol fixiert und 5 min mit DAPI inkubiert. Anschließend 
wurde der Zellrasen zweimal mit PBS sowie je 2 min mit A. bidest und 100 %igem 
Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und mit Glyceringelatine eingedeckelt.  
Pro Ansatz wurden 500 Kerne unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezählt und nach 
den morphologisch-apoptotischen Kriterien Kernpyknose, Kernfragmentierung und 
Zellgröße analysiert. Anschließend wurde die Anzahl der apoptotischen Zellkerne an der 
Gesamtzellkernzahl prozentual verrechnet.  
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4.2.10 Multiplex-Vitalitäts-, Caspase-3/7- und Zytotoxizitätsassay 
Die Apoptose-, Nekrose- und Zellüberlebensrate von HepG2 Zellen nach Inkubation mit 
TRAIL, TNFα (CD40L) und FasL (CD95L) wurde anhand des Mutliplex-Assay-Systems 
von Promega bestimmt. Das Prinzip des Multiplexing macht die Kombination 
verschiedener zellbasierter Assays (Vitalität und Apoptose oder Apoptose und 
Zytotoxizität) an der selben Zellprobe möglich. 
Der CellTiter-Blue® Viability Assay basiert auf der Eigenschaft lebender Zellen, den 
ungiftigen, blauen Farbstoff Resazurin, durch NADPH/NADH-abhängige 
Dehydrogenasen zum pinkfarbenem, fluoreszierenden Resorufin zu reduzieren. 
Resorufin zeichnet sich durch eine starke Fluoreszenz mit einem Exzitationsmaximum 
bei 579 nm und einem Emissionsmaximum bei 584 nm aus. Die gemessene 
Fluoreszenzrate ist hierbei proportional zur der Anzahl der lebenden Zellen.  
Der Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay enthält das profluoreszierende 
Caspase 3/7-Substrat, Rhodamin 110 bis-N-CBZ-L-Aspartyl-L-Glutamyl-L-Valyl-
Aspartatamid (Z-DEVD-R110) sowie einen Puffer, der die optimale Zelllyse und 
enzymatische Aktivität der Caspase-3/7 unterstützt. Wird das profluoreszierende 
Substrat, Z-DEVD-R110 am Aspartat des C-terminalen Endes der DEVD-Peptidsequenz 
durch Caspase-3/7 geschnitten, so wird Rhodamin 110 freigesetzt und fluoresziert bei 
einer Wellenlänge von 485nmEx/527nmEm. Die Fluoreszenzrate ist proportional zur 
Menge der in den Zellen enthaltenen Caspase-3/7. 
Mit dem CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay wird die Menge an 
nicht-vitalen Zellen in der Probe gemessen. Nicht-vitale, nekrotische Zellen zeichnen sich 
durch den Verlust der Membranintegrität und dem damit verbundenen Austritt von 
cytoplasmatischen Bestandteilen wie z.B. der Laktatdehydrogenase (LDH) in das 
umgebende Kulturmedium aus. Die Menge an freigesetzter LDH ins Medium wird über 
eine in vitro-gekoppelte enzymatische Reaktion bestimmt, bei der das Substrat 
Resazurin in das fluoreszierende Produkt Resorufin (560nmEx/590nmEm) umgewandelt 
wird. Die gemessene Fluoreszenzrate ist proportional zur Anzahl nekrotischer Zellen. 
Die Tests wurden in schwarzen, Fluoreszenz undurchlässigen 96-Kavitätenplatten in 
Sechsfach-Bestimmung durchgeführt. Pro Kavität wurden 8000 Zellen in 100 µl 
Kulturmedium ausgesät und mit den Zelltod-induzierenden Substanzen, TNFα, TRAIL 
und FasL (vgl. Kapitel 4.2.7) behandelt. Bei jedem Assay wurde sowohl eine Negativ- als 
auch eine Positivkontrolle mitgeführt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. 
Als Positivkontrollen dienten mit Staurosporin oder 0,1%iger (v/v) Triton-X 100-Lösung 
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behandelte Zellproben. Nach Ende der Inkubationszeiten wurde die Messung der 
Vitalitäts-, Apoptose- und Zytotoxizitätsrate nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
Die Fluoreszenzstärke wurde im Fluormeter M 200 von Tecan detektiert und durch die 
Software Tecan-I control in relativen Fluoreszenzeinheiten dargestellt. 
Zur Bestimmung der Vitalitäts-, Apoptose- bzw. Zytotoxizitätsraten wurden die 
Probenansätze nach Berechnung des Mittelwerts und Abzug des Blanks 
(Hintergrundfluoreszenz des Mediums) auf die Negativkontrollen bezogen, wobei der 
Probenwert durch die Negativkontrolle dividiert wurde. Die relativen Vitalitäts-, Apoptose- 
bzw. Zytotoxizitätsraten wurden in % bezogen auf die Negativkontrollen dargestellt. 
 
4.2.11 Acyl-CoA Synthetase Aktivitätsassay 
Die Messung der ACSL Aktivität erfolgte in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. rer. nat. 
Jürgen Kopitz im Institut für Pathologie der Universität Heidelberg. Für den 
Aktivitätsassay wurden 106-107 Zellen bzw. 100 mg Gewebe in 300 µl ACSL 
Homogenisationspuffer (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-2) aufgenommen und homogenisiert. In 
dreifacher Wiederholung wurden je 100 µl Probe mit 100 µl ACSL Assaypuffer  (s. Kapitel 
4.1.5, Tab. 4-3) gemischt und bei 30 °C 10 min inku biert. Während dieser Inkubationszeit 
wurde das im ACSL Assaypuffer enthaltende radioaktive 3H-Palmitat durch die ACSL 
Aktivität zu 3H-Palmitoyl-CoA umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml 
Dole’s Medium (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-4) gestoppt und 5 min bei 4000 g und 4 °C 
zentrifugiert, wobei eine Phasentrennung erfolgte. Die Unterphase mit dem radioaktiven 
3H-Palmitoyl-CoA wurde sechsmal mit 1 ml n-Heptan gewaschen, bevor sie mit 10 ml 
UltimaGold-Cocktail versetzt und die Radioaktivität analysiert wurde. Die ACSL Aktivität 
wurde als pmol/min/mg Protein gemessen, wobei pmol/min den Umsatz des radioaktiven 
Substrates pro Minute (µU) darstellt. 
 
4.2.12 Mitochondrienisolation 
Für die Mitochondrienisolation wurden pro Ansatz 1-2 x 107 Zellen verwendet. Nach 
Ablösung der Zellen vom Kulturschalenboden, fünfminütiger Zentrifugation bei 800 g und 
einmaligem Waschen in PBS wurden die Zellen in 1 ml MB-Puffer (vgl. Kapitel 4.1.5, 
Tab. 4-5) aufgenommen und mit Hilfe einer feinen Kanüle (27G, 19 mm) aufgeschlossen. 
Mittels Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation bei 700 g (4 °C, 7 min) wurden 
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Zellorganellen wie Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum (ER), Lysosomen etc. 
sowie leichte cytoplasmatische Bestandteilen von Zelltrümmern, Zellkernen und nicht-
aufgeschlossenen Zellen getrennt. Der Überstand wurde in ein Zentrifugenröhrchen 
überführt; das Pellet wurde erneut in 1 ml MB-Puffer aufgenommen, aufgeschlossen und 
zentrifugiert. Nach dreimaliger Wiederholung dieser Schritte wurden die Überstände im 
Zentrifugenröhrchen vereint und bei 10000 g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. Durch den 
Sucrose-Dichtegradienten und die gewählte Zentrifugationsgeschwindigkeit wurden die 
Mitochondrien (zusammen mit Lysosomen, Peroxisomen und ER-Anteilen) von den 
restlichen Zellorganellfragmenten und Plasmabestandteilen getrennt.  
Die Mitochondrien, Lysosomen und Peroxisomen sedimentieren aufgrund ihrer ähnlichen 
Größe, Form und Dichte zusammen am Boden des Zentrifugenröhrchens. Da die Anzahl 
der Mitochondrien in einer Zelle aber um ein vielfaches größer ist als die Anzahl der 
Lysosomen und Peroxisomen, bilden die Mitochondrien den Hauptteil des Pellets. Die 
Zellmembran, der Hauptanteil des ERs, die freien Ribosomen und löslichen 
Komponenten des Cytoplasmas bleiben im Überstand.  
Das so erhaltene Mitochondrienpellet wurde mittels Elektronenmikroskopie und Western 
Blot auf seine Reinheit getestet. Zur Analyse mittels Western Blot wurde das Pellet in 
80 µl PBS aufgenommen, 1:2 mit Laemmli-Probenpuffer verdünnt und 3 min bei 95 °C 
gekocht. Zur elektronenmikroskopischen Analyse wurden die Pellets in Epon eingebettet 
(vgl. Kapitel 4.2.14). 
 
4.2.13 Bestimmung des zellulären Triglyceridgehaltes 
Mit Hilfe des Triglycerid Assays von ZenBio wurde die gespeicherte Triglyceridmenge in 
Fettsäure-behandelten HepG2 Zellen gemessen. Dieser Assay beruht auf der Spaltung 
von Triglyceriden in ihre Bestandteile, Glycerin und Fettsäuren, wobei anhand der 
entstandenen Glycerinmenge auf die ursprüngliche Triglyceridmenge geschlossen 
werden kann.  
Die Messung erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei die in 48-Kavitätenplatten 
ausgesäten Zellen nach Lyse und Spaltung der Triglyceride kurz abzentrifugiert wurden, 
um den Zelldebri zu pelletieren. Die Überstande wurden in eine 96-Kavitätenplatte 
überführt, nach Angaben des Herstellers weiter behandelt und anschließend 
photometrisch bei einer Wellenlänge von 540 nm gemessen. Zusätzlich zu den Lysaten 
wurde eine Glycerin-Standardreihe (0-200 µM) mitgeführt, mittels deren der Glycerin-
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Gehalt in den Proben absolut-quantitativ bestimmt und so die Triglyceridkonzentration 
ermittelt werden konnte. 
 
4.2.14 Elektronenmikroskopische Untersuchung von Zellen 
Die elektronenmikroskopischen Analysen fanden in Kooperation mit Dr. Jörg Bornemann 
in der Elektronenmikroskopischen Einrichtung des Uniklinkums Aachen statt. Zur 
Probenaufarbeitung wurden die Mitochondrien- bzw. Zellpellets mehrere Stunden in 
3%igem Glutaraldehyde-B2-Puffer (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-6) fixiert und anschließend 
15 min in 0,1 M B2-Puffer sowie 1 h in einem Gemisch aus 1 %igem Osmintetraoxid und 
17 %igem Sucrose-B2-Puffer (1:1) gespült. Es folgten zwei zehnminütige Waschschritte 
in einem Gemisch aus A. dest und 17 %igem Sucrose-B2-Puffer (1:1) sowie in A. dest. 
Nach dem Waschen wurde eine zehnminütige Entwässerung in 30, 50, 70, 90 und 
100 %igem Ethanol durchgeführt. Die Proben wurden mit Propylenoxid übergossen und 
auf einem Rotator für 30 min bei RT bewegt. Diesem Rotierschritt folgte eine einstündige 
Rotation der Proben in einem Gemisch aus Epon und Propylenoxid (1:1) gefolgt von 
einer weiteren Stunde bei 37 °C in reinem Epon. Nac h Polymerisation der Proben für 7-
8 h bei 37 °C und 48-56 h bei 60 °C konnten die in Epon eingebetteten Pellets semi 
(1 µm)- bzw. ultra-dünn (70-100nm) geschnitten und mittels Uranylacetat und Bleicitrat 
kontrastiert werden. Zur Betrachtung der Schnittpräparate wurde das 
Transmissionselektronenmikroskop EM 400T der Firma Philips verwendet. 
 
4.2.15 Ölrot O- Färbung von Zellen 
Der Nachweis von zellulären Lipidvakuolen erfolgte mittels Ölrot O-Färbung. 
Die Zellen wurden kurz mit PBS gewaschen und 10 min in 10 %igem (v/v) Formaldehyd 
fixiert. Nach erneutem Waschen der Zellen mit PBS wurden die Zellen 2 min in 60 %igem 
(v/v) Ispropanol geschwenkt, bevor sie für 20 min in einer 0,2 %igen (w/v) Ölrot-O-
Lösung inkubiert wurden. Zur Entfernung der überschüssigen Färbelösung wurde kurz 
mit A. dest. gespült und zum Anfärben der Zellkerne für 5 min mit Hämalaun-Lösung 
nach Mayer inkubiert. Die Zellkerne wurden für 10 min mit warmem Leitungswasser 
gebläut, leicht angetrocknet, mit Glyceringelatine eingedeckelt und lichtmikroskopisch 
ausgewertet. 
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4.2.16 Immunzyto- und Immunhistofluoreszenz 
Die Immuncyto- bzw. -histochemie basiert auf dem Prinzip der indirekten 
Fluoreszenzmarkierung von in situ lokalisierten Proteinen, wobei morphologische 
Besonderheiten von Zellen bzw. Geweben bei simultaner Betrachtung des Immunsignals 
ausgewertet werden können.  
Die Zellen wurden in 24-Kavitätenplatten auf Deckgläsern kultiviert und bei Erreichen 
einer 70-90 %igen Konfluenz mit Aceton bei 4 °C für  10 min fixiert. Um eine intravitale 
Mitochondrienmarkierung in den Zellen mittels des Mitotrackers Red CMX Ros 
vorzunehmen, wurden die Zellen vor Fixierung 45 min bei 37 °C mit 50 nM Mitotracker 
inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen bzw. das Gewebe 20 min bei RT 
getrocknet, mit PBS gewaschen und für 10 min in einer 1 %igen BSA/PBS-Lösung 
geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper für 60-90 min bei RT sowie 
drei Waschschritte mit PBS. Anschließend konnte entweder die Inkubation eines 
weiteren Primärantikörpers oder die Inkubation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten 
Sekundärantikörper folgen. Der Sekundärantikörper (1:250) wurde im Dunkeln für 30 min 
bei RT inkubiert. Nach Färbung der Zellkerne mit DAPI wurde mit A. dest. und 
100 %igem Ethanol gewaschen und mit Glyceringelatine eingedeckelt. 
In diesem Versuchsrahmen wurden Einfachfärbungen der Gewebepräparate mit KD7 
und Doppelfärbungen der Zellpräparate mit dem Primärantikörper KD7 (durch Cy2 
detektiert) und dem Mitotracker (rote Eigenfluoreszenz) vorgenommen. Der Mitotracker 
fluoresziert bei Anregung mit Licht der Wellenlänge 572nm rot, Cy2 (Cyanin) fluoresziert 
dagegen bei Anregung mit Licht der Wellenlänge 492nm grün.  
 
4.2.17 Herstellung von Paraffingewebeschnitten 
Das frische Gewebe wurde in 4 %igem Formalin mit einer Eindringgeschwindigkeit von 
2mm/h fixiert und über Nacht im Gewebeeinbettautomaten Shandon Excelsior der Firma 
Thermo entwässert. Am nächsten Tag wurde das Gewebe in 60 °C heißem Paraffin in 
Ausgießförmchen geblockt und auf einer Kühlplatte ausgehärtet. Anschließend wurden 
mit Hilfe des Rotationsmikrotoms 2 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf einen 
Objektträger aufgezogen. Zur besseren Haftung wurden die Schnitte über Nacht im 
Wärmeschrank bei 38 °C getrocknet. 
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4.2.18 Immunhistochemie an humanem Lebergewebe 
Die in Paraffin eingebetteten Lebergewebeschnitte wurden zunächst mittels Xylol (3x 
5 min) und absteigender Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70%, A. dest je 3 min) 
entparaffiniert. Nach dreißigminütiger Behandlung mit Citratpuffer (pH 6) bei 95 °C im 
Wasserbad und fünfminütigem Waschen in A. dest wurde 10 min bei 37 °C in 3 %igem 
H2O2 geblockt. Anschließend wurde dreimal mit TBST (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-7) 
gewaschen. Die Behandlung mit dem murinen Primärantikörper ACSL5 mAb (Abnova) 
erfolgte in einer 1:50 Verdünnung mit Antikörperverdünner zunächst 1 h bei RT und 
anschließend über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Für die Negativkontrollen 
wurde anstelle des Primärantikörpers nur Antikörperverdünner verwendet. Am nächsten 
Tag wurden die Schnitte dreimal 5 min mit TBST gewaschen, 30 min mit dem Anti-Maus 
HRP-gekoppelten Polymer (Histofine MAX PO) bei RT inkubiert und wiederum in TBST 
gewaschen. Die HRP-gekoppelten Immunokomplexe wurden mittels Diaminobenzidine 
(DAB) visualisiert. Zur Gegenfärbung der Zellkerne wurde anschließend mit Hämalaun 
nach Mayer gefärbt. Abschließend wurden die Schnitte durch eine aufsteigende 
Alkoholreihe und Xylol entwässert und mit Vitroclud eingedeckelt. 
 
4.3 Molekularbiologische Methoden 
4.3.1 RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen mittels Tri-Reagenz 
Die Behandlung von Zellen und Gewebe mit Tri-Reagenz ist eine effiziente Methode zur 
sequenziellen Isolation von DNA, RNA und Proteinen aus derselben Probe. Für eine 
Isolation aus Gewebe wurden 30 mg Gewebe, für eine Isolation aus Zellen 106 Zellen in 
1 ml Tri-Reagenz homogenisiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT wurden 200 µl 
CHCl3 zugegeben, 15sec gevortext und weitere 10 min bei RT inkubiert. Es folgte eine 
Phasentrennung des Homogenisats durch eine zehnminütige Zentrifugation bei 12000 g 
und 4 °C. Zur RNA-Isolation wurde die obere Phase m it 750 µl Tri-Reagenz versetzt, 
kurz gevortext, abzentrifugiert und mit 300 µl CHCl3 versetzt. Nach erneutem Vortexen 
wurde 5 min bei RT inkubiert und 15 min bei 4 °C mi t 12000 g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Gefäß überführt und das gleiche Volumen an Isopropanol 
zugefügt, kurz gevortext und 10 min bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde das 
Pellet in 500 µl 80 %igem Ethanol gewaschen und 5 min bei 10000 g und 4 °C 
zentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 40µl RNAse-freiem Wasser 
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(versetzt mit RNAse-Inhibitor) gelöst. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch 
mittels NanoDrop ND-1000 von PeqLab bestimmt. 
 
4.3.2 Erststrang cDNA Synthese mittels reverser Transkription 
Die reverse Transkription von RNA in Erststrang-cDNA wurde mit Hilfe des SuperScriptIII 
Reverse Transkriptase-Kits von Invitrogen nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Zur Umschreibung wurde ein Oligo(dT)-Primer verwendet, der durch seine 
Bindung an den PolyA-Schwanz der mRNA eine spezifische Amplifikation der mRNA 
(ohne Amplifikation der übrigen RNA-Arten) ermöglicht. Pro Ansatz wurden 1-3 µg 
Gesamt-RNA umgeschrieben. 
 
4.3.3 Primerdesign und quantitative Real-Time PCR 
Das Primerdesign wurde mit Hilfe der Software PCR Primer Design Tool  von Eurofins 
MWG vorgenommen, wobei die Auswahl der Primer von mehreren Parametern wie einer 
Primerlänge von 18-28 bp, einem GC Gehalt von 50-60 % sowie der Vermeidung von 
Sekundärstrukturen und Primer-Dimeren anhängig war. Nach Design und Synthese der 
Primer wurden die optimalen PCR-Bedingungen ermittelt. Im Folgenden sind die 
etablierten Bedingungen der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) aufgeführt: 
 
Cyclophilin, H52, ACSL5-His, mGapdh 
  Mastermix    PCR-Program 
Komponente Volumen Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Denaturierung             5 min        X95 °C                1 x 
Denaturierung           15 sek         95 °C 
Hybridisierung          15 sek         63 °C         iiiij33 x 
Elongation           20 sek          i72 °C 
DNA                    J1 µl 
SYBR Green Mix      10 µl 
S-Primer (10µM)               1 µl 
AS-Primer (10µM)          X1 µl 
A. bidest          7 µl 
                                        20 µl 
Schmelzkurve             1 min        X55 °C                KL1 x 
                                 15 sek       nl 55 °C → 95 °C   i89 x 
 
ACSL1, ACSL3, ACSL4 
  Mastermix    PCR-Program 
Komponente Volumen Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Denaturierung             5 min        X95 °C                1 x 
Denaturierung           15 sek         95 °C 
Hybridisierung          15 sek         56 °C            j33 x 
Elongation           20 sek          i72 °C 
DNA                    J1 µl 
SYBR Green Mix      10 µl 
S-Primer (10µM)               1 µl 
AS-Primer (10µM)          X1 µl 
A. bidest          7 µl 
                                        20 µl 
Schmelzkurve             1 min        X55 °C                KL1 x 
                                 15 sek       nl 55 °C → 95 °C   i89 x 
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Die qRT-PCR bietet im Gegensatz zur herkömmlichen PCR den Vorteil, dass die 
Produktmenge quantitativ gemessen und die Amplifikation in Echtzeit simultan an einem 
angeschlossenen Monitor verfolgt werden kann. Anhand einer Fluoreszenzmarkierung 
der PCR-Produkte über SYBR Green, einem Fluoreszenzfarbstoff, der an 
doppelsträngige DNA bindet und im gebundenen Zustand nach Anregung mit Licht der 
Wellenlänge 498nm grün fluoresziert, kann die Amplifikation der PCR-Produkte detektiert 
werden. Der Anstieg des gemessenen Fluoreszenzsignals in jedem neuen PCR-Zyklus 
steht in direkt-proportionalem Verhältnis zur PCR-Produkt-Akkumulation, wobei die 
gemessene Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl dargestellt wird. Abhängig von der 
initialen Menge an cDNA im Reaktionsansatz heben sich nach einer bestimmten 
Zyklenzahl die Fluoreszenzsignale des PCR-Produkts statistisch signifikant von denen 
des Hintergrunds ab. Diese Schwelle wird von der Software determiniert und als der so 
genannte Crossing Point (Ct) definiert. Für den Ct-Wert gilt: Je kleiner der Ct-Wert, desto 
stärker die Expression des Zielgens. Über die Ct-Werte lassen sich so vergleichende 
quantitative Aussagen über die Ausgangsmenge an Ziel-DNA bzw. -RNA verschiedener 
Proben machen. Wichtig für die quantitative Bestimmung der Ziel-DNA-Ausgangsmenge 
ist der Bezug auf einen internen Standard wie z.B. GAPDH oder Cyclophilin. In dieser 
Arbeit wurde für alle Versuchsansätze mit humanem Material Cyclophilin und mit 
murinem Material mGapdh als Referenz eingesetzt. 
Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte mittels ∆∆ Ct Methode, bei der die 
normalisierten Ct-Werte der zu vergleichenden Proben ins Verhältnis zueinander gesetzt 
und die x-fache Über- oder Repression des Zielgens bestimmt wird. 
Die Bestimmung der absoluten Kopienzahl erfolgte anhand eines externen Standards mit 
bekannter cDNA-Kopienzahl, wobei die Ct-Werte des Standards in einer 
Verdünnungreihe (104-109 Kopien) ermittelt und anschließend den einzelnen 
Kopienzahlen zugeordnet wurden. Anhand einer logarithmischen Abhängigkeitsfunktion 
von Kopienzahl zu Ct-Wert konnte dann die genaue Kopienzahl des exprimierten 
Zielgens bzw. die absolute Expression bestimmt werden.  
 
4.3.4 Klonierung des Expressionsvektors pCR2.1-Albumin-ACSL5 
Zur Generierung eines leberspezifischen, ACSL5-transgenen Mausmodels wurde der 
9,1 kb große Expressionsvektor pCR2.1-Albumin-ACSL5 kloniert. Dazu wurde die 
Albumin Promotor Kassette (2,5 kb) aus dem pALB-Feto Vektor (Kellendonk et al., 2000) 
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in die  Multiple-Cloning Site des handelsüblichen pCR2.1 Vektors (Invitrogen) integriert 
und die humane, His-Tag gekoppelte ACSL5 cDNA (amplifiziert aus dem 
Expressionsvektor pcDNA_DEST40-ACSL5 (Reinartz et al., 2010) hinter dem Promotor 
inseriert. Die Klonierungsstrategie ist im Folgenden dargestellt: 
 
4.3.4.1 PCR-Amplifikation der ACSL5 cDNA mit RE-Stellen-verlängerten Primern 
Zur Amplifikation des 2,6 kb großen ACSL5-His-Fragments wurde das PCR Extender 
System von 5Prime verwendet, welches DNA-Polymerasen mit Proofreading- Aktivität 
enthält und besonders zur fehlerlosen Amplifikation von langen Genstücken geeignet ist. 
Die Primer wurden so gewählt, dass der Sense-Primer um eine XhoI-
Schnittstellensequenz und der Antisense-Primer um eine XbaI-Schnittstellensequenz 
verlängert war, so dass ein ACSL5-His Produkt amplifiziert wurde, das eine XhoI-
Schnittstelle am 5’Ende und eine XbaI-Schnittstelle am 3’Ende besaß. 
 
4.3.4.2 Ligation des PCR-Produktes in den TOPO TA Klonierungsvektor 
Nach Aufreinigung des PCR-Produktes mit dem PCR Purification Kit von Qiagen wurde 
dieses mit Hilfe des Klonierungssystems TOPO TA von Invitrogen und der T4 DNA 
Ligase nach Angaben des Herstellers in den TOPO TA Klonierungsvektor integriert. Zur 
effizienten Ligation wurde ein Insert:Vektor-Verhältnis von 3:1 eingesetzt. Um die 
Effizienz der Ligation abschätzen zu können, wurde eine Negativkontrolle, die nur die 
Vektor-DNA enthielt, mitgeführt. Die Ligation erfolgte bei 4 C° über Nacht.  
 
4.3.4.3 Transformation, E.coli Kultivierung und Mini-Plasmidextraktion 
Zur Amplifikation der Ligationsprodukte wurden kompetenten E.coli Zellen des Stammes 
JM109 mittels Hitzeschock transformiert. Die Hitzeschock-Transformation erfolgte für 
50 sek bei 42 °C gefolgt von einer zweiminütigen In kubation auf Eis. Die 
Transformationskulturen wurden auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und ÜN bei 37°C 
inkubiert wurden. Ampicillin diente dabei als Selektionsmarker. Die gewachsenen 
Einzelkolonien wurden am nächsten Tag gepickt (von jedem Ansatz 5 Kolonien) und ÜN 
in 4 ml LB-Amp-Medium kultiviert. 1 ml der ÜN-Kultur wurde für die nachfolgende 
Plasmidextraktion mittels Plasmid MiniPrep von PeqLab nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Anhand der auf Negativkontrollplatten gewachsenen Kolonien wurde die 
Ligationseffizienz abgeschätzt. Je mehr Negativkontroll-Kolonien gewachsen waren, 
desto schlechter war die Ligationseffizienz von Insert-cDNA mit Zielvektor.  
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4.3.4.4 Restriktionsverdau und Sequenzierung zur Identifizierung der positiven Klone 
Zur Identifizierung der positiven Klone, d.h. der Klone, in denen die Ziel-cDNA in den 
Topo TA Klonierungsvektor integriert vorlag, wurde ein Restriktionsverdau (RE-Verdau) 
mit XhoI und XbaI bei 37 °C durchgeführt. Nach erfo lgreicher Identifizierung wurde die 
Plasmid-DNA der positiven Klone zusätzlich sequenziert, um mögliche Punktmutationen 
in der cDNA-Sequenz auszuschließen. Die Sequenzierungen wurden von der Firma 
Eurofins MWG durchgeführt. Die verwendeten Sequenzierungsprimer, M13 forward und 
M13 reverse, die homolog zu Sequenzen kurz vor bzw. hinter der PCR-Produkt-
Insertionsstelle im Topo TA Vektor waren, wurden von MWG gestellt.  
 
4.3.4.5 Restriktionsverdau, Gelextraktion und Ligation des Zielkonstruktes 
Nach erfolgter Sequenzierung wurden die nicht-mutierten Topo TA-cDNA-Konstrukte 
sowie der Zielvektor, pCR2.1-Albumin in einem RE-Verdau mit XhoI und XbaI 
geschnitten. Dazu wurden jeweils 5 µg DNA bei 37 °C  3 h verdaut und anschließend zur 
Auftrennung der Fragmente auf ein 1 %iges Agarose-Gel aufgetragen. Die 2,6 kb große 
ACSL5 cDNA-Bande und die 6,5 kb große Zielvektor-Bande wurden mittels Gelextraktion 
von Qiagen nach Angaben des Herstellers extrahiert und nach Quantifizierung der DNA-
Konzentrationen mit Hilfe der T4 DNA Ligase ligiert (Insert:Vektor, 3:1). Die Ligation 
erfolgte bei 16 °C ÜN. 
 
4.3.4.6 Amplifikation und Testung des Zielkonstruktes 
Anschließend an die Ligation erfolgte eine erneute Transformation des Ligationsansatzes 
in Hitzeschock kompetente E.coli Zellen sowie die Ausplattierung auf LB-Amp-Platten, 
die Selektion und Anzucht von je 5 gewachsenen Kolonien mit anschließender 
Plasmidextraktion, der Test-RE-Verdau und die Sequenzierung zur Identifizierung 
positiver Klone. Abschließend wurde eine Maxi-Plasmidextraktion des klonierten 
Zielkonstrukts pCR2.1-Albumin-ACSL5 durchgeführt. 
Zur endgültigen Verifizierung des korrekten Zusammenbaus des pCR2.1-Albumin-
ACSL5 Expressionsvektors wurde ein abschließender RE-Verdau mit XhoI, XbaI und 
BamHI in einem Einfach-, Doppel- und Dreifach-Ansatz durchgeführt. Die 
Restriktionsprodukte wurden elektrophoretisch in einem 1 %igen Agarose-Gel 
aufgetrennt. Als DNA-Größenstandard diente der 1 kb DNA Ladder von NEB. 
Um die Funktionalität des Expressionsvektors zu untersuchen, wurde eine transiente 
Transfektion von HepG2 und Hepa Zellen durchgeführt (vgl. Kapitel 4.2.3) und die 
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Expression mittels qRT-PCR und Western Blot mit vorhergehender Ni-
Säulenchromatographie analysiert. 
 
4.4 Proteinchemische Methoden 
4.4.1 Proteinisolation aus Gewebe und Zellen mittels Tri-Reagenz 
Die Proteinisolation mittels Tri-Reagenz wurde bis zur Phasentrennung identisch mit der 
RNA-Isolation durchgeführt (vgl. Kapitel 4.3.1). Für die weitere Isolation wurde jedoch die 
untere organische Phase verwendet. Durch Zugabe von 1,5 ml Isopropanol, Mischen und 
zehnminütiger Inkubation bei RT wurden die Proteine präzipitiert. Es folgte eine 
Zentrifugation für 15 min bei 4 °C mit 12000 g. Das  Pellet wurde in 2 ml 0,3 mM 
GuanidinHCl/Ethanol-Lösung aufgenommen, 20 min bei RT inkubiert und 5 min bei 
10000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach dreimaliger Wi ederholung dieser Schritte wurde 
100 %iges Ethanol zugeben und auf identische Weise noch einmal gewaschen. Das 
Pellet  wurde 10-15 min bei RT getrocknet und je nach Größe in 150-250 µl 7,5 M 
Harnstoff/1,8 M DTT (mit Protease-Inhibitor versetzt) aufgenommen. Anschließend 
wurde das Lysat 1 h bei RT gelöst, bei 95 °C für 5 min inkubiert und mittels Sonoplus-
Ultraschallgerät von Bandelin Electronics homogenisiert. Nachfolgend erfolgte die 
Proteinquantifizierung mittels kolorimetrischem DC Protein-Assay von Bio Rad nach 
Angaben des Herstellers. 
 
4.4.2 Herstellung von Zellkulturlysaten für den Western Blot 
Als alternative Methode zur Herstellung von Western Blot-Lysaten diente dieses 
Homogenisationsverfahren. Die konfluent in einer 6-Kavitätenplatte gewachsenen Zellen 
wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und für 1 min in Protease-Inhibitor 
versetztem PBS inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 2x Laemmli-
Probenpuffer (mit Benonase versetzt) aufgenommen, mittels Ultraschallhomogenisator 
sonifiziert und 5 min bei 95 °C erhitzt. 
 
4.4.3 SDS-PAA-Gelelektrophorese und Western Blot Analyse 
Die isolierten, mit Laemmli-Puffer versetzten Proteinproben (15-30µg/ Tasche) wurden 
mittels denaturierender, diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese        
Material und Methoden 
 
 
56 
(8-12 %, abhängig vom Molekulargewicht der Proteine) bei einer Spannung von 120 V 1-
2 h aufgetrennt. Als Proteinstandard diente der PeqGold Prestained Protein Marker V 
von PeqLab. Anschließend wurden die Proteine mittels Semi-Dry-Blotting auf PVDF-
Membranen transferiert (210 mA, 45 min) und unspezifische Stellen auf der Membran 
durch 5 %ige Milchpulver/TBST-Lösung geblockt. Die Detektion der immobilisierten 
Proteine erfolgte durch sequentielle Bindung des Protein-spezifischen Primärantikörpers 
(ÜN 4 °C) und des HRP-konjugierten Sekundärantikörp ers (1 h RT). Zur Visualisierung 
der HRP-gekoppelten Immunokomplexe wurde das ECL Western Blotting Substrate Kit 
von Pierce mit anschließender Chemilumineszenz-Detektion durch den Optimax 
Röntgenfilm-Entwickler von Protec verwendet. Bei sequenzieller Bindung mehrerer 
Antikörper auf einer Membran wurde die Membran vor Inkubation des zweiten 
Primärantikörpers 30min bei 50°C gestrippt (Strippi ng-Puffer, vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-
12) und anschließend für 1-2h bei RT in 5 % Milchpulver/TBST geblockt. Um 
abschließend die gleichmäßige Proteinbeladung zu prüfen, wurde eine Nachinkubation 
mit β-Aktin für 45 min bei RT angeschlossen. 
 
4.4.4 Proteindetektion durch immobilisierte Metallchelat -
Affinitätschromatographie  
Die Proteinaufreinigung durch die immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie 
(IMAC) erfolgte in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Jürgen Kopitz im Institut für 
Pathologie der Universität Heidelberg. Die Fusion eines Histidin-Tags an ein Protein 
ermöglicht dessen Extraktion durch IMAC an einer Nickel-NTA Matrix. Dazu wurde die 
Ni-NTA Säule mit fünf Säulenvolumina Zellaufschlusspuffer (Flussgeschwindigkeit von 
1 ml/min) äquilibriert und mit dem Proteinlysat beladen. Anschließend wurde die Säule 
mit fünf Säulenvolumina Ni-NTA-Waschpuffer (25 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5, 
400 mM NaCl) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte in fünf Fraktionen jeweils 
durch 2,5 Säulenvolumina Ni-NTA-Elutionspuffer mit linearem Konzentrationsgradienten 
von 0-250 mM Imidazol gefolgt von fünf weiteren Fraktionen konstanter 
Imidazolkonzentration (250 mM). Die Eluate wurden auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen 
und im Western Blot detektiert. 
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4.5 Chromatographische und massenspektrometrische Methoden 
Alle im folgenden Abschnitt beschriebenen Methoden wurden am Institute for Bioscience 
and Bioengineering des Georgia Institute of Technology in Atlanta, USA durchgeführt. 
 
4.5.1 Acyl-CoA Extraktion 
Zur Extraktion von gesättigten und ungesättigten Acyl-CoA-Estern wurden 0,5-2 x 107 
Zellen in 200 µl gekühltem A. bidest in einem Glasröhrchen mit Teflon-beschichtetem 
Deckel homogenisiert und mit 100pmol internem Acyl-CoA Standardmix (Mischung aus 
C15:0-, C17:0-, C23:0- und C25:0-CoA) versetzt. Nach Zugabe von 500 µl Methanol 
(versetzt mit 1 mM EDTA), zweimaligem Sonifizieren (30 sek), Zugabe von 250 µl 
Chloroform und erneutem Sonifizieren wurden die Glasröhrchen für 1-2 h bei 50 °C 
inkubiert. Zur Phasentrennung wurden anschließend 250 µl Chloroform und 250 µl A. 
bidest zugegeben, gevortext und bei 2000 g und RT für 5 min zentrifugiert. Die obere 
wässrige Phase, in der sich die kurzkettigen Acyl-CoA Ester befanden, wurde in ein 
frisches Glasröhrchen überführt. Die untere Phase wurde mit 400 µl Methanol, A. bidest 
und Chloroform in einem Verhältnis von 50:45:5 versetzt, gevortext und wiederum 
zentrifugiert. Nach erfolgter Phasentrennung wurde die obere Phase, in der sich nun die 
langkettigen Acyl-CoAs befanden, mit der ersten oberen Phase vereint. Dieser Vorgang 
wurde noch einmal wiederholt, um auch die sehr langkettigen Acyl-CoAs zu extrahieren. 
Nach Zusammenführung der drei wässrigen Phasen wurden 180 µl organische Lösung 
bestehend aus Methanol, Chloroform und Butanol im Verhältnis 50:25:25 beigemischt. 
Anschließend konnten die Proben mittels LC-MS/MS vermessen oder bei -80 °C für 
mindestens sechs Monate gelagert werden. 
 
4.5.2 Extraktion von komplexen Sphingolipiden und Sphingoid-Basen 
Zur Extraktion von komplexen Sphingolipiden (CSL) und Sphingoid-Basen (LCB) wurden 
1-10 x 106 Zellen in je 200 µl gekühltem PBS in Glasröhrchen mit Teflon-beschichtetem 
Deckel homogenisiert, zweimal 30 sek sonifiziert und mit 1 ml Methanol und 0,5 ml 
Chloroform versetzt. Nach Zugabe von 25pmol internem Sphingolipid Standardmix (C12 
Ceramid, C12-Hexosylceramid, C12 Sphingomyelin, C17-Sphinganin, C17-Sphingosin, 
C17-Sphinganin-Phosphat und C17-Sphingosin-Phosphat) und erneutem Sonifizieren 
wurden die Glasröhrchen ÜN bei 48 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 
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Suspensionen auf RT abgekühlt, mit 150 µl 1 M KOH in Methanol versetzt, 2 h bei 37 °C 
im Wasserbad geschwenkt und ansschließend mit 8 µl Acetat auf einen pH-Wert von 6 
neutralisiert. Eine der beiden Proben wurde nun zur Extraktion der CSL und eine zur 
Extraktion der LCB verwendet.  
Die Glasröhrchen zur Extraktion der CSL wurden mit 1 ml Chloroform und 2 ml A. bidest 
versetzt, gevortext und 10 min bei 2500 g zentrifugiert. Nach der Phasentrennung wurde 
die untere organische Phase in ein frisches Glasrörchen überführt und die obere Phase 
mit 1 ml Chloroform re-extrahiert, gevortext und wiederum zentrifugiert. Die untere Phase 
wurde mit der ersten unteren Phase vereinigt und mittels Vakuumzentrifuge 2-3 h 
verdampft. Die eingedampften CSL wurden in 300 µl CSL-Probenpuffer (vgl. Kapitel 
4.1.5, Tab. 4-16) aufgenommen, sonifiziert und bei -20 °C bis zur 
massenspektrometrischen Analyse gelagert. 
Zur Extraktion der LCB erfolgte zunächst eine zehnminütige Zentrifugation bei 2500 g, 
um die unlöslichen Bestandteile zu pelletieren. Der Überstand wurde in ein neues 
Röhrchen überführt und das Pellet mit 0,5 ml Methanol und Chloroform (2:1) re-
extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand mit dem ersten Überstand 
vereint und mittels Vakuumzentrifuge 3-4 h verdampft. Die eingedampften LCB wurden in 
300 µl LCB-Probenpuffer (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-19) aufgenommen, sonifiziert und bei 
-20 °C bis zur massenspektrometrischen Analyse gela gert. 
 
4.5.3 LC-MS/MS Analyse von Acyl-CoAs 
Die Acyl-CoA Ester wurden mittels Reversephasen-HPLC in der Gemini 5u C18 110A 
150 x 2.00 mm Säule bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min und einem binären 
Lösungssystem aufgetrennt. Vor der ersten Probeninjektion wurde die Säule für ca. 3 h 
mit internem Acyl-CoA Standard äquilibriert. Dazu wurde nach Injektion des internen 
Standards (1:30 verdünnt in ACA-Probenpuffer, s. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-13) ein 
fünfminütiger Äquilibrierungsschritt mit 100 % mobiler Phase A (ACA HPLC-Lösung A, 
vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-14) durchgeführt, gefolgt von einem vierzehnminütigen, linearen 
Gradienten auf 50 % der mobilen Phase B (ACA HPLC-Lösung B, vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 
4-15) und einem einminütigen, linearen Gradienten auf 100 % der mobilen Phase B, die 
für weitere 5 min gehalten wurde. Anschließend folgte ein  einminütiger, linearer 
Gradienten auf 100 % der Mobilen Phase A und ein fünfminütiger Waschschritt mit 
100 % der mobilen Phase A, um die Säule für den nächsten Lauf zu äquilibrieren. Nach 
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erfolgter Äquilibrierung wurden die Acyl-CoA Proben anhand des gleichen binären 
Lösungssystems aufgetrennt. 
Zur Identifizierung und Quantifizierung der Acyl-CoA Ester wurde das Quadrupole-
Linear-Ion-Trap Massenspektrometer QTRAP von Applied Bioscience in positivem 
Ionisierungsmodus verwendet (Haynes et al., 2008). Die Quantifizierung erfolgte durch 
die Methode des Multiple Reaction Monitoring sowie durch den Vergleich mit dem 
internen Acyl-CoA Standardmix. Mittels Analyst Software (Applied Bioscience) wurden 
die im Massenspektrometer detektierten Ionensignale ausgewertet und mit dem internen 
Standard verrechnet. Die Acyl-CoA Mengen wurden bezogen auf die 
Proteinkonzentration der Probe als pmol/µg Protein dargestellt. 
 
4.5.4 LC-MS/MS Analyse von komplexen Sphingolipiden und Sphingoidbasen 
Die komplexen Sphingolipide (Ceramid, Monohexosylceramid, Sphingomyelin und 
Dihydroceramid) wurden mittels Normalphasen-HPLC in der Supelco 2,1 x 50 mm LC-
NH2 Säule bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,75 ml/min und einem binären 
Lösungssystem aufgetrennt. Vor der Probeninjektion wurde die Säule für 1 min mit 98 % 
der mobilen Phase A (CSL HPLC-Lösung A, vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-17) und 2 % der 
mobilen Phase B (CSL HPLC-Lösung B, vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-18) äquilibriert. Nach 
der Probeninjektion wurde diese Phasenmischung für weitere 3,2 min fortgesetzt, gefolgt 
von einem 0,4 minütigen, linearen Gradienten auf 82 % der mobilen Phase A, die für 
weitere 0,8 min gehalten wurde. Anschließend folgte ein 1,6 minütiger, linearer Gradient 
auf 100 % der mobilen Phase B und ein einminütiger, linearer Gradient zurück zu den 
Ausgangskonditionen. 
Die Sphingoid-Basen, Sphinganin und Sphingosin sowie ihre Phosphate, Sphinganin-1-
Phosphat und Sphingosin-1-Phosphat wurden mittels Reversephasen-HPLC in der 
Supelco 2,1 (i.d.) x 50 mm Discovery C18 Säule bei einer Fließgeschwindigkeit von 1,0 
ml/min and einem binären Lösungssystem aufgetrennt. Vor der Probeninjektion wurde 
die Säule für 0,4 min mit einer Michung aus 60 % mobiler Phase A (LCB HPLC-Lösung 
A, vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-20) und 40 % mobiler Phase B (LCB HPLC-Lösung B, vgl. 
Kapitel 4.1.5, Tab. 4-21) äquilibriert. Nach der Probeninjektion wurde diese 
Phasenmischung für weitere 0,5 min fortgesetzt, gefolgt von einem 1,8 minütigen, 
linearen Gradienten auf 100 % der mobilen Phase B, die für weitere 5,3 min gehalten 
wurde. Anschließend folgte ein 0,5 minütiger Waschschritt mit der Ausgangs-
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phasenmischung 60:40 A:B, um die Säule für den nächsten Lauf zu äquilibrieren.        
Die komplexen Sphingolipide wurden durch LC-MS/MS in positivem Ionisierungsmodus 
mittels API 3000 Triple Quadrupole (QQQ) Tandem Massenspektrometer und die 
Sphingoid-Basen mittels 4000 QTrap (QTrap im QQQ-Modus) Tandem 
Massenspektrometer analysiert (Shaner et al., 2009). Die Quantifizierung erfolgte durch 
die Methode des Multiple Reaction Monitoring sowie durch den Vergleich mit dem 
internen Sphingolipid Standardmix. Mittels Analyst Software (Applied Bioscience) wurden 
die im Massenspektrometer detektierten Ionensignale ausgewertet. Die Lipidmengen 
wurden bezogen auf die Proteinkonzentration der Probe als pmol/ µg Protein dargestellt. 
 
4.6 Tierexperimentelle Methoden 
4.6.1 Generierung eines transgenen Mausmodells 
Die Erzeugung des transgenen Mausmodells erfolgte in Kooperation mit Jürgen Schmidt 
vom Transgenen Service (HET) des Uniklinikums Bonn. Die Generierung wurde mittels 
pronukleärer Mikroinjektion des Transgens in befruchtete Eizellen von superovulierten 
B6D2F1 Spenderweibchen vorgenommen. Um DNA-Brüche und daraus resultierende 
fehlerhafte Integrationen des Transgens ins Mausgenom zu vermeiden, wurde nur das 
mit NotI und XbaI geschnittene Promotor-Genkonstrukt (5,1 kb), nicht der komplette 
Vektor (9,1 kb) zur Injektion verwendet (vgl. Kapitel 4.3.4). 
Zur Gewinnung der befruchteten Eizellen wurde bei den B6D2F1 Spenderweibchen 
(50 % C57BL/6J + 50 % DBA/2J) durch Hormonbehandlung eine Superovulation 
ausgelöst und die Verpaarung mit C57BL/6J Männchen angesetzt. Ein Tag nach der 
Verpaarung wurde die Injektion des Transgen-Konstrukts (1-1,5 ng) in den männlichen 
Vorkern der befruchteten Eizellen durchgeführt und die Eizellen (je 20-30) in den Eileiter 
von scheinschwangeren Weibchen überführt. Die Überlebensrate der potentiell 
transgenen Nachkommen betrug dabei ca. 60 %. Zur Identifizierung der ersten 
Generation transgener Tiere (“Founder“) wurde die Integration des Transgens mittels 
Genotypisierungs-PCR aus Schwanzspitzenbiopsien (vgl. Kapitel 4.6.3) nachgewiesen. 
 
4.6.2 Isolation genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien 
Die Schwanzbiopsien von ca. 5 mm Größe wurden über Nacht (oder mindestens 3 h) in 
750 µl Lysepuffer (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-22) bei 56 °C unter Schütteln verdaut. Das 
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verdaute Lysat wurde kurz gevortext und bei 12000 g für 10 min zentrifugiert. Der 
Lysatüberstand wurde in ein frisches Eppendorfgefäß überführt, mit gleichem Volumen 
an Isopropanol versetzt, gevortext und bei 12000 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Pellet zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen und bei 37 °C 
ca. 5 min getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 100-200 µl A. bidest 
aufgenommen, 1 h bei 37 °C gelöst und 4 µl in die G enotypisierungs-PCR eingesetzt. 
 
4.6.3 Genotypisierung 
Zur Genotypisierung der transgenen Mäuse wurden die isolierten murinen DNA-Proben 
in eine Genotypisierungs-PCR (Primer: Anfang ACSL5, Mitte ACSL5, H52, 
ACSL5F2/HisR, AlbPromotor, vgl. Kapitel 4.1.7) mit dem folgenden Reaktionsansatz und 
-program eingesetzt: 
 
  Mastermix    PCR-Program 
Komponente Volumen Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Denaturierung             5 min        X   95 °C                1 x 
Denaturierung           40 sek            95 °C 
Hybridisierung          25 sek            64 °C            j35 x 
Elongation           70 sek          i  i72 °C 
10x PCR-Puffer                iie i5 µl 
MgCl2 (50 mM)                       3 µl 
dNTPs (10 mM)                 m 1 µl 
S-/AS-Primer (10µM)   mje 2,5 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl)mii0,2 µl 
A. bidest          31,8 µl 
Elongation           10 min        X   72 °C                 1 x 
 
Anschließend erfolgte die Untersuchung der PCR-Produkte durch elektrophoretische 
Auftrennung in einem 2 %igen TBE-Agarose-Gel (vgl. Kapitel 4.1.5, Tab. 4-8). Als DNA-
Größenstandard wurde der Low Molecular Weight DNA Ladder von NEB verwendet. 
 
4.6.4 Haltung und Züchtung von Labormäusen 
Die Haltung und sämtliche Verpaarungen, die zur Etablierung der transgenen Mauslinie 
notwendig waren, wurden im Institut für Versuchstierkunde am Universitätsklinikum 
Aachen durchgeführt. Die Mäuse wurden in Makrolonkäfigen der Größe III auf 
Holzgranulat (3/4) unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gemäß den 
Bestimmungen der Tierschutz-Verordnung gehalten. Die Käfige standen in klimatisierten 
Räumen (19-21 °C, Luftfeuchtigkeit: 50-60 %); ein z wölfstündiger Tag-Nacht-Rhythmus 
wurde eingehalten. Allen Tieren wurde standardisiertes Zuchtfutter und keimarmes 
Tränkewasser ad libidum zur Verfügung gestellt. 
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Zur Etablierung der C57BL/6J-tg(alb-ACSL5) Mauslinie wurde eine Rückkreuzung der 
transgenen Foundertiere mit Wildtyp Mäusen des Stammes C57BL/6J durchgeführt. Da 
die Foundermäuse einen nur zu 25 % DBA/2J genetischen Hintergrund besaßen, waren 
drei Rückkreuzungen ausreichend, um einen zu 99,9 % reinen C57BL/6J Hintergrund zu 
erhalten. Die so etablierten transgenen C57BL/6J-tg(alb-ACSL5) Nachkommen wurden 
in einer monogamen Zucht mit Wildtyp oder alb-ACSL5tg Versuchstieren verpaart. 
 
4.6.5 Euthanasierung und Organentnahme 
Die Versuchstiere wurden mittels zervikaler Dislokation euthanasiert und auf einer 
flachen Unterlage fixiert. Anschließend wurden der Bauch- und Brustraum eröffnet und 
die entsprechenden Organe (Leber, Darm, Niere, Milz, Herz, Fettgewebe) entnommen. 
Eine Hälfte des Gewebematerials wurde in flüssigem Stickstoff schock-gefroren und bei  
-80 °C bis zur Weiterverwendung (RNA-/ Proteinisola tion, q-RT-PCR, IMAC, WB) 
gelagert; die andere Hälfte wurde in 4 %igem Formalin zur nachfolgenden 
Paraffineinbettung fixiert. Zusätzlich wurde von jeder Maus eine Schwanzbiopsie für eine 
mögliche Nachgenotypisierung entnommen und bei -20 °C eingefroren. 
 
4.6.6 Phänotypisierung 
Zur Detektion der ACSL5 Expressionsstärke in transgenem Lebergewebe wurden RNA 
und Proteine extrahiert (vgl. Kapitel 4.3.1 und 4.4.1) und in quantitative 
Expressionsanalysen eingesetzt. Mittels qRT-PCR wurde die Expression auf RNA-Ebene 
und mittels IMAC und anschließendem Western Blot auf Proteinebene analysiert. 
 
4.7 Statistische Auswertung 
Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt. Western Blot Abbildungen und 
Aufnahmen von Gewebe- oder Zellpräparaten sind in einfacher Ausführung repräsentativ 
dargestellt. Alle Daten sind, falls nicht anders angegeben, als Mittelwert                            
± Standardabweichung (angezeigt durch Fehlerbalken) dargestellt, wobei n die Anzahl 
der Gewebe- und Zellproben bzw. Wierderholungen eines Assays bezeichnet. Zum 
Paargruppenvergleich bei Normalverteilung wurde der zweiseitige, gepaarte Fisher’s 
Exact T-Test angewendet. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant 
gewertet. 
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5. ERGEBNISSE 
5.1 Induktion der hepatozellulären ACSL Expression durch langkettige 
Fettsäuren 
Da die Mitglieder der ACSL Enzymfamilie – ihrem Namen entsprechend – als Fettsäure 
aktivierende Enzyme im Lipidstoffwechsel der Zelle interagieren, war es von 
grundlegendem Interesse, den Einfluss von Lipiden und insbesondere einer 
Leberepithelverfettung auf die Expression dieser Enzyme zu analysieren. Die 
Leberzellverfettung (Steatosis hepatis) ist eine vergleichsweise häufig vorkommende 
Erkrankung, die bei Progredienz zu dauerhaften Leberschäden (z.B. Untergang von 
Hepatozyten und konsekutive Gewebsfibrose) und Funktionsstörungen anderer 
Organsysteme (z.B. Herz, Pankreas) führen kann.  
Im Zellkulturmodell wurde mittels Hyperalimentation von langkettigen Fettsäuren eine 
hepatozelluläre Verfettung induziert. Der Verfettungsgrad wurde anhand der Menge 
gebildeter Lipidvakuolen mittels Ölrot O-Färbung nachgewiesen. Anschließend erfolgte 
eine Expressionsanalyse der ACSL Isoformen. Um insbesondere den Effekt von 
langkettigen, gesättigten und ungesättigten Fettsäuren, die als Hauptsubstrate der ACSL 
Isoformen bekannt sind (Digel et al., 2009), zu untersuchen, wurden primäre humane 
Hepatozyten (PHH) und HepG2 Zellen mit Palmitinsäure (C16:0), eine gesättigte 
Fettsäure, oder Ölsäure (C18:1) bzw. Linolsäure (C18:2), beides ungesättigte 
Fettsäuren, in ansteigenden Konzentrationen (0-0,8 mM) über eine Dauer von 8 h oder 
24 h inkubiert. 
Dargestellt in Abb. 5-1 A+B sowie 5-2 A+B sind die überwiegend mikrovesikulär 
erscheinenden zytoplasmatischen Fetteinlagerungen in HepG2 (Abb. 5-1) und PHH (Abb 
5-2), verursacht durch die Inkubation mit Palmitinsäure oder Ölsäure. Mit der Ölrot O 
Färbung wurden jeweils die Lipidvakuolen rot und durch die Gegenfärbung mit Hämalaun 
die Kerne blau angefärbt. Wie auch in anderen Studien beobachtet (Fujimoto et al., 
2006), induzierten alle drei Fettsäuren (Linolsäure nicht abgebildet) eine konzentrations- 
und zeitabhängige Verfettung der Leberzellen. Die Menge der Lipidvakuolen stieg 
progressiv mit der Inkubationszeit und Konzentration der Fettsäuren sowohl in HepG2 als 
auch in PHH an. Nach Inkubation mit 0,8 mM Palmitin-, Öl- oder Linolsäure war eine 
wesentlich stärkere Fetteinlagerung in den Hepatozyten zu erkennen als nach Inkubation 
mit 0,2 oder 0,4 mM.  
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Abb. 5-1: Induktion der ACSL Expression in HepG2 Zellen durch langkettige Fettsäuren. HepG2 
Zellen wurden 8 h oder 24 h in Palmitinsäure-, Ölsäure- oder Linolsäure-haltigem DMEM (Konzentration: 0-
0,8 mM) kultiviert. (A+B) Nach der Kultivierung wurden die Zellen fixiert und mit Ölrot O/ Hämalaun gefärbt. 
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen nach Behandlung mit Palmitinsäure für 8 h und Oleat für 24 h. 
Vergrößerung x 200 (A) und x 100 (B). Die Expression der ACSL Isoformen 1, 3, 4 und 5 nach 8 h 
Palmitinsäure Inkubation (C) bzw. 24 h Ölsäure Inkubation (D) wurde mittels qRT-PCR analysiert (n=3,    
*P ˂0,05 versus unbehandelter Zellen). (E+F) Die ACSL5 Expression wurde zusätzlich mittels Western Blot 
analysiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle. 
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Nach erfolgtem Nachweis der Lipidvakuolenbildung und Detektion des Verfettungsgrades 
wurden mRNA Expression und Proteinsynthese der ACSL Isoformen in verfetteten 
HepG2 und PHH mittels qRT-PCR und Western Blot analysiert. 
Die Expressionanalysen der vier verschiedenen ACSL Isoformen, ACSL1, 3, 4 und 5, 
zeigten abhängig vom Zellsystem und von der inkubierten Fettsäure stark 
unterschiedliche Expressionsprofile. So wurde die ACSL1 Expression in HepG2 Zellen 
durch Palmitin- und Ölsäure teilweise signifikant bis zu 2,5-fach hochreguliert (Abb. 5-1 
C+D), wohingegen in PHH keine signifikante Regulation zu detektieren war (Abb. 5-2 
C+D). In gegensätzlicher Weise schien die ACSL Isoform 3 reguliert zu sein. ACSL3 
wurde in HepG2 Zellen nur leicht reguliert; dagegen zeigte diese Isoform eine bis zu      
4-fach erhöhte Expression bei Palmitin- oder Ölsäureinkubation in PHH. Die Expression 
der ACSL Isoform 4 konnte wie erwartet weder in HepG2 noch in PHH durch Palmitin- 
oder Ölsäure stimuliert werden, da diese Isoform mehrfach ungesättigte Substrate wie 
Arachidonsäure (C20:4) oder Eicosapentaensäure (C20:5) bevorzugt (Soupene et al., 
2008). Ganz anders erwies sich dagegen die Induzierbarkeit der ACSL5 Expression. 
ACSL5 wurde als einzige Isoform sowohl in HepG2 als auch in PHH signifikant bei 
Inkubation mit Palmitin- oder Ölsäure in ihrer Expression stimuliert, wobei ein 
konzentrationsabhängiger, bis zu 4,5-facher Anstieg der Expression detektierbar war. Die 
Expression der ACSL5 wurde zur weitergehenden Charakterisierung der Hochregulation 
zusätzlich auf Proteinebene mittels Western Blot untersucht. Hier konnte die zuvor 
detektierte, signifikante Stimulation der ACSL5 mRNA Expression auf Proteinebene 
sowohl in HepG2 (Abb. 5-1 E+F) als auch in PHH (Abb. 5-2 E+F) verifiziert werden.  
Die Inkubation mit der zweifach ungesättigten Linolsäure zeigte ein ähnliches, etwas 
abgeschwächtes Ergebnis im Vergleich zur Ölsäurebehandlung (Ergebnisse nicht 
abgebildet). Für die ACSL Isoformen 1 und 5 konnte in HepG2 Zellen eine 
Hochregulation auf mRNA Ebene detektiert werden, wogegen ACSL3 und 4 keine 
Regulation aufwiesen. In PHH wurde eine signifikante Stimulation der Isoformen 3 und 5 
durch Linolsäure nachgewiesen. Allerdings erfolgte keine Stimulation von ACSL1 und 4. 
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Abb. 5-2: Induktion der ACSL Expression in primären humanen Hepatozyten durch langkettige 
Fettsäuren. Primäre humane Hepatozyten (PHH) wurden 8 h oder 24 h in Palmitinsäure-, Ölsäure- oder 
Linolsäure-haltigem DMEM (Konzentration: 0-0,8 mM) kultiviert. (A+B) Nach der Kultivierung wurden die 
Zellen fixiert und mit Ölrot O/ Hämalaun gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen nach Behandlung 
mit Palmitinsäure für 8 h und Ölsäure für 24 h. Vergrößerung x 200 (A) und x 100 (B). Die Expression der 
ACSL Isoformen 1, 3, 4 und 5 nach 8 h Palmitinsäure Inkubation (C) bzw. 8 h Ölsäure Inkubation (D) 
wurde mittels qRT-PCR analysiert (n=3, *P ˂0,05 versus unbehandelte Zellen). (E+F) Die ACSL5 
Expression wurde zusätzlich mittels Western Blot analysiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle. 
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Bei Vergleich der ACSL Expression in den zwei verwendeten hepatozytären 
Zellsystemen, HepG2 (immortalisierte Hepatomzellen) und PHH (Primärkultur humaner 
Hepatozyten) zeigte sich deutlich, dass die Isoformen je nach Zellart unterschiedlich 
stark exprimiert und reguliert wurden (Abb. 5-3). ACSL3 war die dominierende Isoform in 
HepG2 Zellen, wogegen ACSL1 die dominierende Isoform in PHH zu sein schien. 
ACSL4 wurde in HepG2 Zellen am zweit stärksten exprimiert, in PHH dagegen nur sehr 
schwach. ACSL5 zeigte in beiden Zellsystemen eine mittelmäßige Expression, 
unterschied sich aber drastisch von allen anderen Isoformen in ihrer Reaktion auf eine 
Fettsäurealimentation. Die in unbehandeltem Zustand eher geringe ACSL5 Expression 
stieg bei Stimulation durch Fettsäuren auf das Level der am stärksten exprimierten 
Isoform an. 
 
 
Abb. 5-3: Vergleich der hepatozellulären Expressionsstärke verschiedener ACSL Isoformen. HepG2 
Zellen (A) und PHH (B) wurden in An- oder Abwesenheit von Palmitinsäure kultiviert und die Expression 
der ACSL Isoformen 1, 3, 4 und 5 mittels qRT-PCR analysiert und verglichen (n=3). 
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In Zusammenfassung der Daten ergibt sich eine deutliche Fettsäure-induzierte 
Stimulation der ACSL Expression bei einer in vitro erzeugten Leberzellverfettung, wobei 
Abhängigkeit von Zelltyp und Fettsäuresubstrat besteht. Hervorzuheben ist, dass ACSL5 
die stärkste Hochregulation bei hepatozytärer Verfettung sowohl auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene aufweist. 
 
5.2 Steigerung der ACSL5 Expression bei Steatosis hepatis 
Um die Aussagekraft der experimentell an Zellkulturmodellen erarbeiteten Daten mit der 
in vivo Situation des humanen Gewebes zu vergleichen, wurden in einem nächsten 
Schritt humane Lebergewebepräparate nach Verfettungsgrad ausgewählt und analysiert.  
Grundlegend war hier die Überlegung, ob es auch in vivo bei Verfettung zu einer 
Induktion der ACSL Expression kommt. Da sich die ACSL5 als das am stärksten 
regulierte Enzym in vitro herausgestellt hatte, wurden die Analysen am Lebergewebe 
ausschließlich in Hinblick auf die Expression der ACSL5 durchgeführt. Die verwendeten 
humanen Leberproben wurden mittels morphologischer Kriterien in nicht-verfettetes 
Normalgewebe (n=11) und verfettetes Lebergewebe (n=7) eingeteilt, wobei verfettetes 
Gewebe durch makrovesikuläre Lipidvakuolen bei 10-15 % der Hepatozyten pro Lobuli 
definiert wurde. Die Abwesenheit von Tumoren und Zirrhosen im untersuchten Material 
wurde mikroskopisch bestätigt. Die anschließende Analyse der ACSL5 Expression und 
Synthese wurde − wie auch im zellulären System − mittels qRT-PCR und Western Blot 
sowie Immunfluoreszenz- und immunhistochemischer Färbungen durchgeführt. 
In Abb. 5-4 A sind beispielhafte Schnittpräparate von Lebergeweben nach 
Immunfluoreszenz- bzw. immunhistochemischer Färbung der ACSL5 gezeigt; im linken 
Abschnitt gesundes, nicht pathologisch verändertes Lebergewebe und im rechten 
Abschnitt verfettetes Lebergewebe. Es zeigte sich deutlich, dass ACSL5 sowohl im nicht-
verfetteten als auch verfetteten Lebergewebe synthetisiert wurde. Jedoch wiesen 
verfettete Hepatozyten eine verstärkte Immunfärbung der ACSL5 auf. Mittels 
Immunfluoreszenz wurde zusätzlich ersichtlich, dass insbesondere in den 
läppchenzentralen, verfetteten Hepatozyten ein verstärkes ACSL5 Signal zu detektieren 
war, das wiederum in den Portalfeld-Regionen, die keine Verfettung aufwiesen, geringer 
erschien. Dies deutete auf eine inhomogene Verteilung der ACSL5 in verfettetem 
Gewebe hin. Die mittels Immunhistochemie nachgewiesene starke Akkumulation des 
ACSL5 Proteins im Fettlebergewebe wurde zur Verifizierung und Quantifizierung mittels 
Ergebnisse 
 
 
69 
Western Blot und auf mRNA Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Die qRT-PCR Analysen 
von elf Normalleber- und sieben Fettlebergewebeproben ergaben eine signifikante         
3-4-fache Steigerung der ACSL5 Expression in verfettetem Gewebe (Abb. 5-4 B). Auch 
im Western Blot konnte diese Hochregulation der ACSL5 detektiert werden (Abb. 5-4 C).  
 
 
Abb. 5-4: Steigerung der ACSL5 Expression und Synthese in humanem Fettlebergewebe. (A) 
Immunfluoreszenz bzw. immunhistochemische Färbung der ACSL5 in nicht-verfettetem und verfettetem 
Lebergewebe mit entsprechenden Negativkontrollen (ohne Inkubation des Primärantikörpers). 
Repräsentative Aufnahmen mit einer Vergrößerung von x200 bzw. x400 sind gezeigt. (B) qRT-PCR 
Analyse der ACSL5 mRNA Expression in verfetteten (n=7) und nicht-verfetteten (n=11) Leberproben       
(*P ˂0,05). (C) Western Blot Analyse von ACSL5 in verfetteten (s) und nicht-verfetteten (n) Leberlysaten, 
dargestellt für 3 von 7 Probenpaaren (p). β-Aktin diente als Ladekontrolle. 
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Es ist hervorzuheben, dass aufgrund der bekannten Schwierigkeit, Fettlebergewebe für 
Forschungszwecke zu erhalten, ein recht heterogenes Probenkollektiv verwendet wurde, 
in dem wahrscheinlich deutlich verschiedene Mechanismen der Fettleberpathogenese 
vertreten waren. Trotz dieser Diversität zeigte sich in allen Proben als eindeutiges 
Ergebnis eine Akkumulation der ACSL5. 
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die im Zellkulturmodell generierten Daten auf 
Gewebeebene bestätigt werden konnten. So wurde auch in vivo die 
Expressionssteigerung der ACSL5 auf mRNA- und Proteinebene bei Verfettung 
nachgewiesen. 
 
5.3 Reduktion der hepatozellulären Vitalität durch Zunahme der 
mitochondrialen ACSL5 Aktivität 
Um die natürlich vorkommende Induktion der ACSL5 Expression in der Steatose 
realistisch nachstellen und die Funktion der ACSL5 Hochregulation untersuchen zu 
können, wurde ein humanes Zellkulturmodell mit artifizieller ACSL5 Überexpression 
entwickelt. Dazu wurden stabile Transfektanten der Leberzelllinie HepG2 erzeugt, die die 
ACSL5 verstärkt exprimieren und synthetisieren. Zur Transfektion wurde das 
rekombinante ACSL5 Expressionsplasmid pcDNA_DEST40_ACSL5 verwendet, das die 
humane ACSL5 cDNA (GeneBank AB033899, AB033920) unter Kontrolle des humanen 
Cytomegalievirus (CMV) Promotors enthält (Gassler et al., 2007). Der Leervektor 
pcDNA_DEST40 wurde bei der Firma Invitrogen erworben und als Kontrolle eingesetzt. 
Die stabil ACSL5-transfizierte Zelllinie HepG2pACSL5 wies eine 3-5-fach erhöhte ACSL5 
mRNA Expression verglichen mit Wildtyp und Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen auf 
(Abb. 5-5 A). Mittels Western Blot Analyse wurde der Nachweis der erfolgreichen 
Transfektion auch auf Proteinebene bestätigt (Abb. 5-5 B). Das rekombinante ACSL5 
Protein wurde dabei als Fusionsprodukt mit einem V5-Epitop und einer 6x-His-
Markierung am C-terminalen Ende synthetisiert. Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die 
His-Markierung des Proteins nicht zu Veränderungen seiner enzymatischen Aktivität führt 
(Gassler et al., 2007). Über den Doppelnachweis im Western Blot mittels anti-ACSL5 
mAb und zusätzlich anti-His pAb konnte bestätigt werden, dass es sich bei der oberen 
Bande von HepG2pACSL5 eindeutig um die rekombinant als Fusionsprotein exprimierte 
ACSL5 handelte. Weitergehend konnte anhand der radioaktiven Acyl-CoA 
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Aktivitätsmessung mittels [9,10-3H] Palmitat gezeigt werden, dass die zelluläre Gesamt-
ACSL Aktivität durch die ACSL5 Überexpression auf das Doppelte erhöht wurde (Abb. 5-
5 D). 
 
 
Abb. 5-5: Reduzierte Zellvitalität durch gesteigerte ACSL5 Expression. (A-E) HepG2 Zellen wurden 
stabil mit dem Kontrollvektor pcDNA_DEST40 oder dem ACSL5 Expressionsvektor pACSL5 transfiziert. 
Die Transfektionseffizienz wurde mittels qRT-PCR (A), Western Blot (68 kDa Protein = endogenes ACSL5 
Protein; 70 kDa Protein = transfiziertes V5 Epitop- und His-gekoppeltes ACSL5 Protein) (B) und ACSL 
Aktivitätsanalyse (D) bestätigt. (C) Immunfluoreszenzfärbung der ACSL5 Proteine, Mitochondrien und 
Nuclei in ACSL5-transfizierten HepG2 Zellen. Vergrößerung x400. (E) Messung der Zellvitalität nach 96 h 
Standardkultivierung mittels Trypan Blau Färbung. Die Daten sind als % vitale Zellen (=Trypan Blau 
negative Zellen) in Relation zur Gesamtzellzahl dargestellt. *P ˂0,05 versus Kontrollvektor transfizierte und 
Wildtyp HepG2 Zellen. 
 
Um die antizipierte mitochondriale Lokalisation des rekombinanten ACSL5 Proteins zu 
bestätigen, wurde die intrazelluläre Verteilung mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
des His-getaggten Proteins und der Mitochondrien visualisiert (Abb. 5-5 C). Das His-
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Verteilungsmuster wies dabei eine substanzielle Kolokalisation mit dem mitochondrialen 
Marker, CMXRos auf, konnte aber weder an der Plasma- noch der nukleären Membran 
detektiert werden. Somit bestätigte sich, dass das rekombinante ACSL5 Protein ein 
ähnliches intrazelluläres Verteilungsmuster wie die endogene ACSL5 aufwies und 
präferentiell in den Mitochondrien lokalisiert war. 
Nach Verifizierung der Expression und Lokalisation des rekombinanten ACSL5 Proteins 
konnten die Zellen für weitere Analysen verwendet werden. Bei diesen Arbeiten fiel 
mikroskopisch auf, dass in HepG2pACSL5 eine erhöhte Anzahl toter Zellen unter 
Standardkulturbedingungen auftrat, wohingegen die Kontrollzellen diesbezüglich keine 
Auffälligkeiten zeigten. Um diesen Befund genauer zu charakterisieren, wurde die 
Zellvitalität mittels Trypan Blau, das als Marker abgestorbener Zellen fungiert, ermittelt 
(Abb. 5-5 E). Übereinstimmend mit den anfänglichen mikroskopischen Beobachtungen 
zeigten HepG2pACSL5 Zellen eine bis zu 15 % reduzierte Vitalität verglichen mit den 
Kontrollzellen. Dies gab einen ersten Hinweis darauf, dass eine verstärkte ACSL5 
Expression in der hepatozellulären Zelllinie HepG2 einen potentiellen Einfluss auf das 
Zellüberleben bzw. den Zelltod haben könnte. 
 
In Zusammenfassung der Ergebnisse ist zu festzuhalten, dass durch eine artifizielle  
Überexpression der ACSL5 in kultivierten Hepatozyten die natürlich vorkommende 
Induktion der ACSL5 Expression in der Steatose nachgestellt werden kann und dies 
möglicherweise mit einer Reduktion der Zellvitalität assoziiert ist. 
 
5.4 Anstieg der hepatozellulären Apoptosesuszeptibilität durch 
gesteigerte ACSL5 Expression 
Zur weiteren Charakterisierung der verminderten Zellvitalitätsrate bei gesteigerter ACSL5 
Expression und Aktivität wurden ACSL5- sowie Leervektor-transfizierte HepG2 Zellen mit 
einer Reihe zelltodstimulierender Sustanzen behandelt und anschließend die 
Überlebens-, sowie Apoptose- und Nekroseraten bestimmt. 
Die Zellen wurden dazu in mehreren Ansätzen mit steigenden Konzentrationen der 
proapoptotischen Stimuli TRAIL, TNFα und FasL (CD95L) über eine Zeitspanne von 8 h 
bis 24 h kultiviert. Als Positivkontrolle wurde eine Behandlung mit Staurosporin über 
einen Zeitraum von 5 h durchgeführt. Die vergleichsweise kurze Inkubationszeit wurde 
gewählt, da Staurosporin als nicht-selektiver Proteinkinaseinhibitor in sehr kurzer Zeit 
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Apoptose induziert (Antonsson et al., 2009). TRAIL, TNFα und FasL wirken als Agonisten 
der TNFα-Superfamilie-Todesrezeptoren  (Ghavami et al., 2005). Die Apoptoserate 
wurde durch Analyse morphologischer Zellkernveränderungen und Messung der 
Caspase-3/7 Aktivität fluorimetrisch bestimmt.  
Um die Apoptoseraten deutlicher hervorzuheben, wurde jede Zellprobe zusätzlich zu den 
proapoptotischen Stimulatoren mit 100 ng/µl Cycloheximid (CHX) behandelt. CHX wirkt 
als Proteinsynthese-Inhibitor, indem es die Aktivität der Peptidyltransferase des 60S 
Ribosoms blockiert und verstärkt dadurch eine potentiell apoptotische Reaktion der 
Stimuli TRAIL, TNFα und FasL (Fulda et al., 2000). Auch die Negativkontrolle wurde mit 
CHX behandelt, um eine Vergleichbarkeit herstellen zu können. 
In Übereinstimmung mit vorherigen Apoptosestudien an Enterozyten (Gassler et al., 
2007) konnte nun auch für Hepatozyten gezeigt werden, dass eine gesteigerte ACSL5 
Aktivität eine signifikant erhöhte Sensibilisierung für eine TRAIL-vermittelte Apoptose 
hervorrief (Abb. 5-6 A-C). Die mittels morphologischer Zellkernanalysen detektierte 
Überlebensrate von HepG2pACSL5 wies nach Inkubation mit TRAIL eine 20-35 %ige 
Reduktion verglichen mit den Kontrollvektor-transfizierten Zellen auf (Abb. 5-6 B). Die 
Messung der Caspase-3/7 Aktivität stellte eine ähnliche ACSL5-induzierte 
Apoptosesensibilisierung für TRAIL dar. Bei Konzentrationen von ≥ 25 ng/ml TRAIL 
konnte eine signifikante 2-3-fache Steigerung der Caspase-3/7 Aktivität in HepG2pACSL5 
detektiert werden (Abb. 5-6 C). 
Weiterhin zeigte sich, dass Hepatozyten durch eine ACSL5 Überexpression 
insbesondere auch für eine TNFα-vermittelte Apoptose sensibilisiert wurden, was in 
Enterozyten nicht festgestellt werden konnte. Die Apoptoserate in ACSL5-transfizierten 
HepG2 Zellen war nach Inkubation mit TNFα um 18-33 % erhöht (Abb 5-6 D) und auch 
die Caspase-3/7 wies eine 3-fache Steigerung ihrer Aktivität auf (Abb 5-6 E). Beim 
Vergleich der TNFα- und TRAIL- induzierten hepatozellulären Apoptose zeigte sich, dass 
schon sehr geringe TNFα Konzentration von weniger als 2 ng/ml eine signifikante 
Steigerung der Apoptoserate in HepG2pACSL5 auslösen konnten, wogegen für den TRAIL-
vermittelten Zelltod mindestens 25 ng/ml nötig waren, um den gleichen Effekt zu 
induzieren.  
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Abb. 5-6: Konzentrationsabhängige Apoptosesensibilisierung durch Steigerung der 
hepatozellulären ACSL5 Expression. Die Apoptosesuszeptibilität wurde anhand von morphologischen 
Veränderungen der nukleären Chromatinstruktur (A, B, D, F) und mittels Caspase-3/7 Aktivität (C, E, G) 
nach TRAIL, TNFα und FASL Behandlung für 8 h bestimmt. (A) DAPI Färbung der Nuklei mit 
charakteristischer Chromatinkondensation und nukleärer Fragmentation (durch Pfeile markiert) in ACSL5-
transfizierten HepG2 Zellen. (B, D, F) Überlebensrate der ACSL5 und Kontrollvektor-transfizierten HepG2 
Zellen nach Apoptoseinduktion. 500 DAPI gefärbte Zellen wurden ausgezählt. (C, E, G) Messung der 
Caspase-3/7 Aktivität nach Apoptoseinduktion (n=3, *P ˂0,05 versus Kontrollzellen). 
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Im Gegensatz zu TNFα und TRAIL hatte die ACSL5 Überexpression keinen 
regulatorischen Einfluss auf die FasL-vermittelte Apoptoseinduktion (Abb 5-6 F+G). Auch 
eine hohe FasL Konzentration von 50 ng/ml konnte keine erhöhte Apoptoserate in 
ACSL5-transfizierten Zellen verglichen mit Leervektor-transfizierten Kontrollzellen 
induzieren, was sowohl mittels morphologischer Zellkernanalyse als auch Caspase-3/7 
Aktivitätstest verifiziert wurde. 
Die hepatozelluläre Apoptosesensibilisierung gegenüber TNFα oder TRAIL zeigte 
allerdings nicht nur eine konzentrations- sondern auch eine zeitabhängige Regulation. So 
führte die Inkubation mit TNFα oder TRAIL über einen Zeitraum von 8 h zu einer 
signifikant erhöhten Apoptoserate in HepG2pACSL5 (Abb. 5-6 A-E). Nach 16 h 
proapoptotischer Stimulation begannen die Apoptoseraten in HepG2pACSL5 Zellen jedoch 
auf das Level der Kontrollzellen abzusinken und nach 24 h konnten keine signifikant 
unterschiedlichen Apoptoseraten mehr detektiert werden (Abb. 5-7 A+B). In beiden 
Zelllinien war die gemessene Menge an Caspase-3/7 bzw. die Apoptoserate nach einer 
Inkubationszeit von 24 h deutlich vermindert. Somit zeigte sich, dass nach längerer 
Inkubationszeit der Todesrezeptorliganden beide Zelllinien in ähnlichem Maße einem 
apoptotischen Zelltod unterlagen und dass sich die Funktion der ACSL5 als Apoptose-
sensibilisierender Stimulus eher in der frühen Apoptoseinitiationsphase auswirkte. 
Um die Signifikanz der im Apoptosetest erhaltenen Ergebnisse zu unterstützen und 
genauer zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen zu differenzieren, wurde 
zusätzlich ein Zytotoxizitätstest durchgeführt, der auf der Messung der Menge an 
freigesetzter Laktatdehydrogenase durch eine nekrotische Schädigung der Zellmembran 
basiert. Die Nekroserate wurde zum gleichen Zeitpunkt wie die Apoptoserate, d.h. nach 
einer Inkubationszeit von 8 h (Abb. 5-7 C) und 24 h (Abb. 5-7 D) gemessen. Nach 8 h 
TNFα- oder TRAIL-Behandlung ließ sich auch bei steigender Konzentration der Stimuli 
weder in ACSL5- noch in Kontrollvektor-transfizierten HepG2 Zellen eine nekrotische 
Reaktion detektieren; bei steigender Konzentration von FasL konnte jedoch eine 
schwach nekrotische Reaktion beobachtet werden (Abb. 5-7 C). Nach längerer 
Inkubationszeit von 24 h traten auch bei Inkubation mit TRAIL bzw. TNFα leichte 
Nekrosereaktionen auf, die als postapoptotische Nekrosen interpretiert wurden. 
Vergleicht man die prozentualen Werte der Apoptose- und Zytotoxizitätsraten, so wird 
deutlich, dass die Apoptoseraten in allen Testsituationen wesentlich höher ausfielen als 
die Nekroseraten. Weiterhin zeichnete sich die Apoptosesensitivität deutlich nach 8 h 
Inkubationszeit der Stimuli ab, während die nekrotischen Reaktionen erst nach 24 h 
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Inkubation detektiert werden konnten. Dies zeigt, dass beide Zelllinien wesentlich stärker 
apoptotisch als nekrotisch auf die verwendeten Zelltodstimuli reagierten und die 
nekrotische Reaktion nur als postapoptotische Wirkung aufzufassen war. 
 
 
 
Abb. 5-7: Zeitabhängigkeit der hepatozellulären Apoptosesuszeptibilität und Nachweis von 
postapoptotischer Nekrose (A+B) Analyse der Apoptoserate nach 24 h Inkubation von TRAIL und TNFα 
mittels Caspase-3/7 Aktivitätsassay. (C+D) Messung der Nekroserate durch LDH Freisetzung ins Medium 
nach 8 h (C) bzw. 24 h (D) Apoptoseinduktion durch TRAIL, TNFα und FasL in ACSL5 transfizierten 
HepG2 Zellen (n=3, *P ˂0,05 versus Kontrollzellen). 
 
Die Apoptose- und Nekrosedaten zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine 
gesteigerte ACSL5 Expression eine starke Sensibilisierung der kultivierten Leberzellen 
für eine konzentrations- und zeitabhängige TNFα- und TRAIL-vermittelten Apoptose 
induziert. Im Vergleich zu TRAIL zeigt TNFα dabei eine stärkere hepatozelluläre 
Apoptoseinduktion. Eine erhöhte ACSL5 Aktivität ist primär nicht mit einer nekrotischen 
bzw. zytotoxischen Reaktion assoziiert. 
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5.5 Abnahme der hepatozellulären Apoptosesuszeptibilität durch 
ACSL5 Knockdown 
Um die Spezifität des ACSL5-abhängigen Apoptosesensibilisierungsmechanismus 
tiefergehend zu analysieren und zu validieren, wurde in einem nächsten experimentellen 
Ansatz die Technik der RNA Interferenz verwendet. Hierbei wurde mit Hilfe von siRNAs 
(small interfering RNAs) eine Herabregulation (Knockdown) der ACSL5 Expression 
induziert. Dieser Mechanismus stellte die entgegengesetzte Wirkung der zuvor 
verwendeten ACSL5 Überexpression durch Transfektion dar. Durch diesen Ansatz sollte 
geklärt werden, ob ein Knockdown der ACSL5 zu einer verminderten 
Apoptosesuszeptibilität der Hepatozyten führte. Besonders wichtig war hierbei die Frage, 
wie spezifisch die Assoziation zwischen Steatose-induzierter ACSL5 
Expressionsteigerung und der erhöhten Apoptosesuszeptibilität bei gesteigerter ACSL5 
Synthese ist. In den vorherigen Experimenten wurden die Verfettungs- und 
Apoptoseanalysen getrennt voneinander durchgeführt. So wurde in einem ersten 
Experiment die ACSL5 Expression von verfetteten Hepatozyten gemessen und in einem 
zweiten die Apoptosesensibilisierung bei ACSL5-Überexpression in stabilen 
Transfektanten analysiert. Zur Klärung der Frage, ob die ACSL5 Expressionsteigerung 
bei Verfettung einen spezifischen Mechanismus darstellt, um eine Apoptosesensibilität 
von Hepatozyten auszulösen, wurden verfettete ACSL5 überexprimierende Hepatozyten 
mit siRNA behandelt. Dieser methodische Ansatz erlaubte die Induktion eines ACSL5 
Knockdowns bei Verfettung mit nachgeschalteter Untersuchung der 
Apoptosesuszeptibilität. 
Zur Etablierung der siRNA-Technik wurden die HepG2 Zellen mit verschiedenen 
Konzentrationen der ACSL5 siRNA transfiziert und über unterschiedlich lange Zeiträume 
inkubiert. Verwendet wurden die Hs_ACSL5_6 HP siRNA 
(sense r(AGGGUACAAACGUGUUCAA)dTdT) und Hs_ACSL5_7 HP siRNA 
(sense r(GCGAGGAGAGCUUUCCAAA)dTdT) von Qiagen, die beide nur geringe 
Sequenzhomologien zur ACSL1, 3, 4 und 6 mRNA (63%) zeigten. Es wurde 
sichergestellt, dass mindestens sieben Mismatches vorhanden waren, die den 
spezifischen Knockdown von ACSL5 garantierten und eine nicht-zielgerichtete 
Geninaktivierung verhinderten (Chalk et al., 2008). 
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Abb. 5-8: Etablierung des siRNA induzierten ACSL5 Knockdowns. HepG2 Zellen wurden mit Alexa 
488-markierter ACSL5 (siACSL5) oder Kontroll siRNA (siScr) über einen Zeitraum von 48-192 h mit 50 nM 
siRNA (A-C) oder über 24-96 h mit 75 nM siRNA (D+E) transfiziert. Die Transfektionseffizienz wurde 
mittels konfokaler Fluoreszenz-und Durchlichtmikroskopie nach 96 h (Vergrößerung: x200) (A) sowie qRT-
PCR (B+D) und Western Blot (C+E) analysiert (n=3, *P ˂0,05 versus siScr transfizierte Zellen). 
 
In Abb. 5-8 ist die Etablierung des siRNA-induzierten Knockdowns dargestellt. Die 
mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 5-8 A zeigen die Transfektionseffizienz der Alexa 
488-markierten, grün fluoreszierenden ACSL5 siRNA Moleküle in HepG2 Zellen nach 
einer Inkubationszeit von 96 h. Es wurde ersichtlich, dass nach dieser Inkubationszeit 
eine heterogene Verteilung der siRNA Moleküle in den Zellen vorlag. Allerdings schien 
dies keinen signifikanten Effekt auf den siRNA Knockdown zu haben, denn bei einer 
Inkubation von 50 nM siRNA konnte schon nach einer Inkubation von 96 h ein erster 
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signifikanter Knockdown von 85 % auf mRNA Ebene erreicht werden (Abb. 5-8 B). Nach 
144 h bzw. 192 h konnte die Herabregulation um weitere 8 % bis auf 93 % gesenkt 
werden. Auch auf Proteinebene konnte nach 96 h eine Herabregulation der ACSL5 im 
Western Blot detektiert werden, die proportional zur Inkubationszeit zunahm. Nach 192 h 
siRNA Inkubation war kaum noch ACSL5 Protein detektierbar (Abb. 5-8 C). 
Um die sehr lange Inkubationszeit von 144 h bzw. 192 h zweckmäßig verkürzen zu 
können, wurde ein Ansatz mit einer 50 % erhöhten siRNA Konzentration (75 nM) über 
einen Zeitraum von 24 h bis 96 h getestet (Abb. 5-8 D+E). Es zeigte sich, dass bereits 
nach 48 h ein signifikanter ACSL5 Knockdown induziert wurde, der aber nur eine 
80 %ige Effizienz aufwies. Durch eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 72 h konnte 
der ACSL5 Knockdown jedoch auf 89 % erhöht werden. Dies war sowohl auf mRNA 
Ebene als auch auf Proteinebene deutlich detektierbar. 
Nachdem die optimalen Bedingungen der siRNA Transfektion (75 nM, 72-96 h) ermittelt 
waren, konnte im nächsten Ansatz die ursprüngliche Fragestellung der Validierung der 
ACSL5 Funktion bei Apoptosesensibilisierung behandelt werden. 
Hierzu wurde in einem ersten Schritt die Verfettung von Hepatozyten mittels eines 
geeigneten Steatoseinduktors (hier verwendet: 0,4 mM Ölsäure, 24 h) ausgelöst. 
Anschließend wurde von einer Hälfte der verfetteten Zellen eine ACSL5 siRNA 
Transfektion durchgeführt, die anderen Zellen nur mit Kontroll siRNA behandelt. 
Anschließend wurde die Apoptosesuszeptibilität beider Zellgruppen verglichen.  
Nach Verfettung und Transfektion der spezifischen siRNA Sequenzen wurde zunächst 
die Effizienz und Spezifität der ACSL5 siRNA und das Fernbleiben von nicht-
zielgerichteten Geninaktivierungen der Kontroll siRNA mittels konfokaler Fluoreszenz- 
und Durchlichtmikroskopie (Abb. 5-9 A), qRT-PCR (Abb. 5-9 B) und Western Blot 
Analyse (Abb. 5-9 C) bestätigt. In den verfetteten HepG2 Zellen konnte ein 85 %iger 
ACSL5 Knockdown nach 72 h erreicht werden. Die Induktion der Apoptose wurde mittels 
TRAIL- und TNFα- Behandlung durchgeführt. Da die ACSL5-vermittelte 
Apoptosesensibilisierung von spezifischen Konzentrationen der Apoptosestimuli 
abhängig war, wurde eine Konzentration von 50 ng/ml für die TRAIL- und 5 ng/ml für die 
TNFα- Inkubation verwendet. 
Abb. 5-9 D zeigt, dass in Übereinstimmung mit vorherigen Studien (Malhi et al., 2006) 
durch die alleinige Behandlung mit Ölsäure (ohne Apoptosestimuli) nur eine leichte 
Apoptosesensibilisierung in Kontroll siRNA-transfizierten HepG2 Zellen hervorgerufen 
werden konnte, die als so genannte Lipoapoptose bezeichnet wird. Bei Zugabe von 
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TRAIL oder TNFα erhöhte sich die Apoptoserate in den verfetteten, Kontroll siRNA-
transfizierten und somit vermehrt ACSL5 exprimierenden Zellen jedoch signifikant. 
Dagegen zeigten die ACSL5 siRNA-transfizierten Zellen eine drastische Reduktion 
dieses Phänomens. Der ACSL5 Knockdown verminderte die Apoptoseinduktion in 
verfetteten HepG2 Zellen signifikant um 75 % bei TNFα und um 80 % bei TRAIL 
Inkubation. 
 
 
 
Abb. 5-9: Reduktion der Apoptosesuszeptibilität in verfetteten HepG2 Zellen durch ACSL5 
Knockdown. Die HepG2 Zellen wurden mit Kontroll siRNA (siScr) oder Alexa 488-markierter (grün 
fluoreszierend) ACSL5 siRNA (siACSL5) transfiziert und mit 0,4 mM Ölsäure behandelt. (A) siRNA 
Transfektionseffizienz (grüner Marker) und Lipidvakuolenbildung (roter Marker) wurden mittels Ölrot O/ 
Hämalaun Färbung und Fluoreszenzmikroskopie (x400) analysiert. Der spezifische Knockdown von ACSL5 
wurde mittels qRT-PCR (B) und Western Blot Analyse (C) mit β-Aktin als Ladekontrolle bestätigt. (D) Nach 
Verfettungsinduktion und ACSL5 Knockdown wurden die Zellen mit 50 ng/ml TRAIL oder 5 ng/ml TNFα für 
8 h inkubiert. Die Apoptoserate wurde anhand der Caspase-3/7 Aktivität gemessen (n=4, *P ˂0,05 versus 
siScr transfizierte Kontrollzellen). 
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In Synopsis der Daten zeigte sich, dass durch den ACSL5 Knockdown eine Abnahme 
der hepatozellulären Apoptosesuszeptibilität in verfetteten HepG2 Zellen induziert 
werden kann. Diese Daten weisen somit eine höchst spezifische, positive Korrelation 
zwischen einer gesteigerten ACSL5 Expression bei Verfettung und dem Anstieg der 
Apoptosesuszeptibilität in Hepatozyten nach. 
 
5.6 ACSL5-induzierte Aktivierung und Einschleusung von Fettsäuren 
in den Sphingolipidmetabolismus 
In einem nächsten Schritt sollte nun der molekulare Signalmechanismus der ACSL5-
induzierten Apoptosesensibilisierung analysiert werden. Die molekulare Untersuchung 
von ACSL5-abhängigen Veränderungen im Lipidmetabolismus und deren Einfluss auf 
zelluläre Signalwege stellte hierbei einen vielversprechenden Ansatzpunkt dar. 
Insbesondere stellte sich - für die Charakterisierung der vermuteten ACSL5 
Schlüsselfunktion als ein Bindeglied zwischen Leberverfettung und vermehrter 
Leberzellapoptose - die Frage, welchen Einfluss ein veränderter Lipidmetabolismus auf 
die ACSL5-abhängige Apoptosesignaltransduktion hat. 
Sphingolipide, zu denen u. a. Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat gehören, 
sind wichtige Regulatoren in einer Reihe von zellulären Signalwegen, die den Zelltod, 
das Zellüberleben, die Proliferation und Differenzierung beeinflussen (Zheng et al., 
2006;Merrill, Jr., 2002). Daher wurde diese Lipidgruppe zusätzlich zu den Acyl-CoA 
Estern, die direkte ACSL5 Syntheseprodukte sind, und den in der Leber vermehrt 
vorkommenden Triglyceriden untersucht. Die Messung der Triglyceride erfolgte mit Hilfe 
eines kolorimetrischen Nachweisassays der Firma Zenbio. Die Acyl-CoA Ester und 
Sphingolipide wurden massenspektrometrisch analysiert, wobei die chromatographisch-
massenspektrometrischen Analysen (LC-MS/MS) im Verfahren von HPLC (Hochdruck-
Flüssigkeitschromatographie) gekoppelter ESI (Elektronenspray-Ionisierung) Triple 
Quadrupole Massenspektrometrie erfolgten. Alle LC-MS/MS Analysen wurden jeweils an 
zwei unterschiedlichen ACSL5-transfizierten (HepG2pACSL5 (1)+(2)) und einer Leervektor-
transfizierten HepG2 Zelllinie durchgeführt.  
In Abb. 5-10 ist die Synthese von Acyl-CoA Estern in HepG2pACSL5 und Leervektor-
transfizierten Kontrollzellen dargestellt. Es zeigte sich, dass eine gesteigerte ACSL5 
Aktivität zu einem um 50 % erhöhten Gesamt-Acyl-CoA Vorkommen in Hepatozyten 
führte (Abb. 5-10 B), was in beiden ACSL5-transfizierten Zelllinien, HepG2pACSL5 (1) und 
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HepG2pACSL5 (2) gleichermaßen verifiziert werden konnte. Bei Betrachtung des 
kettenlängenspezifischen Verteilungsmusters der Acyl-CoA Ester wird deutlich, dass 
insbesondere die sehr langkettigen gesättigten und ungesättigten Acyl-CoAs (C20-26) 
eine signifikante Hochregulation durch ACSL5 aufwiesen (Abb. 5-10 A). Im Fall der 
C24:1 und C26:0 Acyl-CoA Ester zeigte sich sogar eine bis zu 5-fache Steigerung in 
HepG2pACSL5 (2). Das Gesamtvorkommen der sehr langkettigen Acyl-CoA Ester erhöhte 
sich durch ACSL5 Überexpression um das 2-fache (Abb. 5-10 C). 
 
 
 
Abb. 5-10: Steigerung der Acyl-CoA Synthese durch ACSL5 Überexpression. Acyl-CoAs wurden 
mittels einer Chloroform/Methanol-basierenden Extraktionsmethode isoliert und quantitativ mittels LC-
MS/MS analysiert. (A) Kettenlängenspezifisches Verteilungsmuster der Acyl-CoA Ester in HepG2pACSL5 und 
Kontrollzellen. (B) Gesamt-Acyl-CoA Konzentration ermittelt durch Summation der einzelnen Acyl-CoA-
Kettenlängen Konzentrationen. (C) Summation der sehr langkettigen Acyl-CoA Ester (C20-C26-CoA). Alle 
gemessenen Acyl-CoA Werte sind auf die zelluläre Proteinkonzentration in der jeweiligen Probe bezogen 
(n=3, *P ˂0,05 versus Kontrollzellen). 
 
Langkettige Acyl-CoAs (C14-18) wurden vergleichsweise gering vermehrt bei ACSL5 
Überexpression gefunden, obwohl diese als Hauptsubstrate der ACSL5 bekannt sind 
(vgl. Kapitel 5.1). Betrachtet man allerdings die absoluten Acyl-CoA Mengen, so wird 
deutlich, dass langkettige Acyl-CoAs in 10-20-fach höheren Konzentrationen als sehr 
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langkettige Acyl-CoAs in HepG2 Zellen vorlagen. Insbesondere Oleoyl-CoA (C18:1) und 
Palmitoleolyl-CoA (C16:1) wurden in großen Mengen synthetisiert. Dieses Phänomen 
maskierte ACSL5-induzierte Veränderungen im Acyl-CoA Vorkommen der HepG2 Zellen. 
Anhand der im nächsten Schritt folgenden Sphingolipid- und Triglyceridanalyse konnte 
dargestellt werden, dass ACSL5-katalysierte Syntheseprodukte in den anabolen 
Lipidmetabolismus eingeschleust werden und nicht bzw. nur in geringem Ausmaße in 
den katabolen Metabolismus (Fettsäure-β-Oxidation). Abb. 5-11 zeigt das Vorkommen 
verschiedener Mitglieder der Sphingolipid-Familie sowie der Triglyceride in 
HepG2pACSL5 (1) + (2) und Kontrollzellen. Die komplexen Sphingolipide, Dihydroceramid 
(Abb. 5-11 A), Ceramid (Abb. 5-11 B), Hexosylceramid (Abb. 5-11 C)  und Sphingomyelin 
(Abb. 5-11 D), wiesen ein signifikant gesteigertes Vorkommen bei erhöhter ACSL5 
Expression auf. Ceramid und Sphingomyelin waren um das 2-fache, Hexosylceramid 
sogar um das 3-fache erhöht im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. 
Sphingomyelin, das eine Hauptfunktion als Strukturlipid in der Plasmamembran besitzt 
(Milhas et al., 2010), stellte das häufigste Sphingolipid in Hepatozyten dar. 
Bei Betrachtung der Sphingoid-Basen (Abb. 5-11 E-H) zeigte sich eine signifikante 
Hochregulation von Sphinganin und Sphingosin bei verstärkter ACSL5 Expression, nicht 
aber von ihren Phosphatmetaboliten, Sphinganin-1-Phosphat und Sphingosin-1-
Phosphat. Phosphorylierte Sphingolipide kommen in den meisten Zellen in geringen 
Konzentrationen vor (Zheng et al., 2006), so auch in den untersuchten HepG2 Zellen 
(Abb. 5-11 G+H). Trotz des geringen Vorkommens wurde deutlich, dass Sphingosin-1-
Phosphat im Gegensatz zu Sphinganin-1-Phosphat eine Herabregulation in ACSL5-
transfizierten Zellen zeigte. ACSL5 schien somit einen negativen Einfluss auf die 
Phosphorylierung von Sphingosin, nicht aber Sphinganin zu haben. Somit stellte 
Sphingosin-1-Phosphat das einzige Sphingolipid dar, das durch ACSL5 in seiner 
Synthese verringert wurde. Die anderen Sphingolipidmetabolite zeigten eine 1,8- bis 3-
fache Synthesezunahme, die auf eine ACSL5-induzierte Einschleusung von Acyl-CoAs in 
den Sphingolipidmetabolismus hindeutete. 
Interessant ist, dass die erhöhte ACSL5 Expression allein, d.h. ohne die Zugabe von 
exogenen Fettsäuren, einen Anstieg des Sphingolipidmetabolismus hervorrief. Die 
Triglyceridsynthese (Abb. 5-11 I) dagegen zeigte in unbehandelten HepG2pACSL5 nur eine 
sehr geringe Steigerung. Erst nach Alimentation von Fettsäuren stieg der 
Triglyceridmetabolismus bei erhöhter ACSL5 Aktivität an. HepG2pACSL5 wies nach 
Kultivierung mit 0,1 mM Palmitinsäure oder 0,2 mM Ölsäure eine 2-fach gesteigerte 
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Synthese der Triglyceride auf, wogegen die Kontrollzellen nur eine 1,5-fache 
Hochregulation zeigten. ACSL5 steigerte den Fettsäureeinbau in Triglyceride mit einer 
Substratspezifität für exogene, nicht aber für endogene Fettsäuren. 
 
 
Abb. 5-11: ACSL5-vermittelte Einschleusung von Fettsäuren in die Sphingolipid- und 
Triglyceridsynthese. Dihydroceramid (A) Ceramid (B), Hexosylceramid (C), Sphingomyelin (D), 
Sphinganin (E),  Sphinganin-1-Phosphat  (F), Sphingosin (G) und Sphingosin-1-Phosphat  (H) wurden aus 
HepG2pACSL5 und Kontrollzellen extrahiert und mittels LC-MS/MS quantifiziert. Dargestellt sind 
Gesamtlipidkonzentrationen (n=3, *P ˂0,05 versus Kontrollzellen). (I) Triglyceridkonzentrationen wurden 
kolorimetrisch vor bzw. nach Behandlung mit Palmitinsäure oder Ölsäure (24 h) bestimmt (n=3, *P˂ 0,05 
versus Kontrollzellen). 
 
Beim Vergleich der Triglycerid- und Sphingolipidsynthese in Hepatozyten wird deutlich, 
dass die ACSL5-induzierte Aktivierung und Einschleusung von Fettsäuren in den 
anabolischen Lipidmetabolismus von der Art der Fettsäurezufuhr bzw. vom 
Fettsäuresubstrat abhängig war. Endogene Fettsäuren wurden von ACSL5 hauptsächlich 
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für den Aufbau des Sphingolipidmetabolismus verwendet und schienen nur in geringem 
Ausmaße in die Triglyceridsynthese eingeschleust zu werden. Im Gegensatz dazu 
wurden für die ACSL5-induzierte Steigerung des Triglyceridmetabolismus präferentiell 
exogene, d.h. durch Alimentation zugeführte Fettsäuren verwendet. 
Bei Betrachtung der kettenlängenspezifischen Verteilung von Ceramid und 
Sphingomyelin, den am häufigsten vorkommenden Sphingolipiden in Leberzellen, zeigte 
sich ein ausgeprägtes, biphasisches Verteilungsmuster, bei dem die C16:0 und die 
C24:1 Metaboliten mengenmäßig am stärksten in Hepatozyten zu finden waren (Daten 
nicht abgebildet). Die in den Gesamt-Sphingolipid-Darstellungen (Abb. 5-11) ermittelte 
Steigerung der Lipidsynthese bei ACSL5 Überexpression war deutlich erkennbar, wobei 
jedoch keine kettenlängenspezifische Regulation detektiert werden konnte. Die Ceramid- 
und Sphingomyelin-Metaboliten der unterschiedlichen Kettenlängen (C14-C26) wiesen 
alle eine 1,5- bis 3-fache Steigerung auf. 
Durch die Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus mittels ISP1 (Myriocin) sollte im 
nächsten Schritt untersucht werden, ob eine ACSL5-induzierte Einschleusung von Acyl-
CoAs in die Sphingolipidneosynthese erfolgt. ISP1 wirkt als Inhibitor des 
Sphingolipidmetabolismus, in dem es die Funktion der Serin-Palmitoyltransferase hemmt 
(Lee et al., 2010). Der Umsatz von Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Ketosphinganin ist der 
initiale Mechanismus der Sphingolipid de novo Synthese und wirkt sich daher direkt auf 
die Einschleusung von Fettsäuren in den Sphingolipidmetabolismus aus. 
Abb. 5-12 zeigt die Regulation einzelner Sphingolipidmetaboliten vor und nach 
Inhibierung des Sphingolipid de novo Metabolismus.  Die Behandlung mit ISP1 über 
einen Zeitraum von 24 h induzierte sowohl in ACSL5- als auch Leervektor- transfizierten 
HepG2 Zellen eine signifikante Abnahme von Dihydroceramide, Ceramid und Sphinganin 
(Abb. 5-12 A, B, D), jedoch nur eine leicht verringertes Vorkommen von Sphingomyelin 
und Sphingosin (Abb. 5-12 C+E). Begründet durch den biochemischen Syntheseweg, in 
dem die Synthese von Sphinganin, Dihydroceramid und Ceramid als erster Schritt in der 
Sphingolipid de novo Synthese stattfindet und Sphingomyelin sowie Sphingosin erst 
später als so genannte “Downstream-Metaboliten“ gebildet werden (vgl. Abb. 3-5, Kapitel 
3.3), ließ sich die starke Regulation von Sphinganin, Dihydroceramid und Ceramid im 
Gegensatz zur schwachen Regulation von Sphingomyelin und Sphingosin erklären. 
Durch die Betrachtung der Ratio von ISP1-behandelten Zellen zu Kontrollzellen wird 
deutlich, dass die Inhibierung der Sphingolipidsynthese in HepG2pACSL5 wesentlich 
stärker induziert wurde als in kontrolltransfizierten Zellen und somit eine erhöhte ACSL5 
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Aktivität eine Sensibilisierung der Zellen für ISP1 hervorrief. Weiterhin konnte durch 
diese Analyse die initiale Vermutung der ACSL5-induzierten Einschleusung von Acyl-
CoAs in die Sphingolipidneosynthese validiert werden. 
 
 
Abb. 5-12: Inhibierung der Sphingolipid de novo Synthese in HepG2 Zellen durch ISP1. ACSL5- und 
Leervektor-transfizierte HepG2 Zellen wurden über einen Zeitraum von 24 h mit 1 µM ISP1 oder Ethanol 
als Kontrolle (Konzentration im Medium: 0,1 %) kultiviert. Dihydroceramid (A) Ceramid (B), Sphingomyelin 
(C), Sphinganin (D) und Sphingosin (E) wurden extrahiert und mittels LC-MS/MS quantifiziert. Dargestellt 
sind Gesamtlipidkonzentrationen (n=3, *P ˂0,05 versus Ethanol-behandelte Kontrollen). (F) Zum Vergleich 
der Sphingolipidinhibierungsstärke in ACSL5- und Leervektor-transfizierten Zellen wurden die Ratios aus 
ISP1-behandelten Zellen mit Ethanol-behandelten Zellen gebildet. Werte unter 1 zeigen eine 
Herabregulation an, wobei die kleinsten Ratios die stärkste Inhibierung anzeigen. 
 
Zur Analyse der oben beschriebenen zellregulatorischen Funktion der Sphingolipide und 
des möglichen Einflusses eines veränderten Sphingolipidmetabolismus auf die ACSL5-
abhängige Apoptosesignaltransduktion wurde die zelluläre Gesamtkonzentration der pro- 
und antiapoptotischen Sphingolipide verglichen und zueinander ins Verhältnis gesetzt. 
Ceramid und Sphingosin wirken als proapoptotische Signalmoleküle, d.h. sie fördern den 
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apoptotischen Zelltod. Sphingosin-1-Phosphat dagegen hat eine antiapoptotische 
Funktion und hemmt somit die Apoptose (Siskind, 2005; Zheng et al., 2006; Lafont et al., 
2010). Im Vergleich zu den Kontrollzellen wiesen ACSL5-transfizierte Zellen eine 
signifikant erhöhte Menge an Ceramid und Sphingosin auf (Abb 5-11 B+G). Im 
Gegensatz dazu war das Vorkommen von Sphingosin-1-Phosphat verringert (Abb. 5-11 
H). Diese funktionell wichtige Konstellation entspricht einem ACSL5-abhängigen Anstieg 
von proapoptotischen Signalmolekülen. Bei Betrachtung der Ratio von proapototischen 
zu antiapoptotischen Molekülen (Tab. 5-1) kristallisierte sich eine 3-4-fache Steigerung 
der pro- und eine entsprechende Verringerung der antiapoptotischen Sphingolipide in 
ACSL5-transfizierten verglichen mit Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen heraus. 
 
Tab. 5-1: ACSL5-induzierte Steigerung von proapoptotischen Sphingolipiden 
Zelllinie Sphingosin/ Sphingosin-1-P Ceramid/ Sphingosin-1-P 
HepG2pcDNA_DEST40 46,3 583,6 
HepG2pACSL5 (1) 121,4 1993,5 
HepG2pACSL5 (2) 123,3 1494,4 
 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass ACSL5 die Einschleusung langkettiger Acyl-
CoAs in den Sphingolipidmetabolismus fördert und dadurch die zelluläre Sphingolipid-
Synthese steigert. Insbesondere proapoptotische, d.h. den Zelltod stimulierende 
Sphingolipidmetaboliten wie Ceramide und Sphingosin weisen ein erhöhtes Vorkommen 
bei ACSL5 Transfektion auf, wohingegen das antiapoptotische Sphingosin-1-Phosphat 
eine Herabregulation zeigt. Eine Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus durch ISP1 
wirkt sich vor allem auf ACSL5-transfizierte Zellen aus und unterstreicht dadurch die 
beschriebene Konstellation. 
 
5.7 Induktion der Ceramid und Sphingosin de novo Synthese bei 
ACSL5-vermittelter Apoptoseaktivierung via TNFα und TRAIL 
Zur in situ Analyse von Veränderungen im Acyl-CoA- und Sphingolipidmetabolismus 
während der Apoptoseinduktion wurden ACSL5- und Leervektor-transfizierte HepG2 
Zellen für 3 h bis 6 h mit 50 ng/ml TNFα oder 100 ng/ml TRAIL inkubiert und 
anschließend massenspektrometrisch analysiert.  
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Bei Analyse der Acyl-CoA Menge zeigte sich eine starke Reduktion des Acyl-CoA 
Vorkommens durch Apoptoseinduktion sowohl in ACSL5- als auch in Leervektor-
transfizierten HepG2 Zellen (Abb. 5-13 A), was auf eine rapide Umsetzung bzw. den 
Einbau von Acyl-CoAs in komplexe Lipidmetaboliten hindeutete. Während der TNFα 
Inkubation konnte bereits nach 3 h eine um 100 % verringerte zelluläre Menge der Acyl-
CoAs detektiert werden, nach 6 h war das Vorkommen noch weiter gesunken. Ein 
ähnliches Ergebnis stellte sich bei Apoptoseinduktion durch TRAIL dar (Abb. 5-13 B). 
Durch die gesteigerte ACSL5 Expression in HepG2pACSL5 wurde die starke Abnahme des 
Acyl-CoA Vorkommens jedoch um bis zu 70 % kompensiert. ACSL5-transfizierte Zellen 
wiesen trotz apoptoseinduzierter Reduktion eine um 50-100 % gesteigerte Acyl-CoA 
Synthese im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Zellen auf. Dies deutete auf eine 
ACSL5-induzierte kompensatorische Steigerung der Acyl-CoA Synthese während der 
Apoptoseinduktion hin. Die Analyse von Sphingolipiden zeigte, dass die erhöhte 
Synthese von Acyl-CoAs notwendig war, um die gesteigerte Synthese von 
proapototischen Sphingolipiden, die einen wesentlichen Schritt in der ACSL5-induzierten 
Apoptosesensibilisierung darstellt, zu ermöglichen. 
 
 
 
Abb. 5-13: ACSL5-induzierte Acyl-CoA Steigerung bei Apoptoseinduktion. ACSL5- und Leervektor-
transfizierte HepG2 Zellen wurden 3-6 h mit TNFα (A) oder TRAIL (B) behandelt. Die Acyl-CoA Menge 
wurde mittels LC-MS/MS quantifiziert (n=3, *P ˂0,05 versus unbehandelte Zellen, +P ˂0,05 versus 
Leervektor-transfizierte Zellen). 
 
Bei Betrachtung der kettenlängenspezifischen Verteilung wurde deutlich, dass die durch 
ACSL5-induzierte Acyl-CoA Synthesesteigerung nur durch langkettige Acyl-CoA Ester 
(C14-C18) vermittelt wurde. Sehr langkettige Acyl-CoA Ester (C20-C26) zeigten bei 
Apoptoseinduktion dagegen kaum eine Regulation ihrer Synthese durch ACSL5 (Daten 
nicht abgebildet). Dieses Phänomen und auch die zuvor aufgestellte Vermutung des 
apoptoseinduzierten rapiden Einbaus von Acyl-CoAs in den Sphingolipidmetabolismus 
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konnte durch Analyse der Sphingolipidmenge bei TNFα und TRAIL Inkubation erklärt und 
bestätigt werden (Abb. 5-14).  
 
 
Abb. 5-14: ACSL5-induzierte Steigerung der Ceramid- und Sphingosin de novo Synthese bei 
Apoptoseinduktion via TNFα. Nach 3-6 h TNFα Inkubation wurden Ceramid (A), Sphingomyelin  (B), 
Sphingosin (C) und Sphingosin-1-Phosphat (D) aus ACSL5- und Leervektor-transfizierte HepG2 
Zelllysaten extrahiert und mittels LC-MS/MS quantifiziert. Dargestellt sind Gesamtlipidgehalte (A-D) sowie 
die Konzentration des C16 Ceramids (E) (n=3, *P ˂0,05 versus unbehandelte Zellen, +P ˂0,05 versus 
Leervektor-transfizierte Zellen). 
 
Es zeigte sich, dass die Synthese der proapoptotischen Sphingolipide Ceramid und 
Sphingosin durch TNFα und TRAIL drastisch gesteigert war. Innerhalb eines 
sechsstündigen Zeitraums waren die Ceramid- und Sphingosinkonzentrationen in 
ACSL5-transfizierten Zellen auf das Doppelte gestiegen (Abb. 5-14 A+C und 5-15 A+C). 
Die Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen zeigten im Vergleich zu HepG2pACSL5 einen 
verringerten Anstieg. Ermöglicht werden konnte diese rasche Synthese der Sphingolipide 
durch einen schnellen Einbau von Acyl-CoAs bei simultaner ACSL5-abhängiger Acyl-
CoA Synthesesteigerung (kompensatorische Synthese). Durch Analyse des 
kettenlängenspezifischen Ceramidverteilungsmusters wurde wie auch für das 
Verteilungsmuster der Acyl-CoA Ester eine starke Regulation der langkettigen Ceramide 
(C14-C18) bei Apoptoseinduktion, nicht aber der sehr langkettigen Ceramide (C20-C26) 
nachgewiesen. Insbesondere die C16-Ceramidisoform, der eine stark proapoptotische 
Funktion zugeschrieben wird (White-Gilbertson et al., 2009; Osawa et al., 2005) und die 
den höchsten Anteil der Ceramidmetaboliten ausmacht, war bei Apoptoseinduktion in 
HepG2pACSL5 signifikant erhöht (Abb. 5-14 E). 
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Abb. 5-15: ACSL5-induzierte Steigerung der Ceramid-, Sphingosin- und Hexosylceramid de novo 
Synthese bei Apoptoseinduktion via TRAIL. Nach 3-6 h TRAIL Inkubation wurden Ceramid (A), 
Sphingomyelin  (B), Sphingosin (C), Sphingosin-1-Phosphat (D) und Hexosylceramid (E) aus ACSL5- und 
Leervektor-transfizierten HepG2 Zelllysaten extrahiert und mittels LC-MS/MS quantifiziert. Dargestellt sind 
Gesamtlipidgehalte (n=3, *P ˂0,05 versus unbehandelte Zellen, +P ˂0,05 versus Leervektor-transfizierte 
Zellen). 
 
Bei einer Apoptoseinduktion via TRAIL war zusätzlich zum Anstieg von Ceramid und 
Sphingosin eine Steigerung der Hexosylceramidsynthese detektierbar (Abb. 5-15 E). Hier 
zeigte sich wie auch bei Induktion der Ceramidsynthese ein kettenlängenspezifischer 
Anstieg von Hexosylceramid mit präferentieller Synthese von langkettigen C14-C18-
Hexosylceramiden (Daten nicht abgebildet). Im Gegensatz dazu war das 
antiapoptotische Sphingosin-1-Phosphat weder bei einer TNFα- noch bei einer TRAIL-
induzierten Apoptose signifikant reguliert (Abb. 5-14 D und 5-15 D). Auch die Synthese 
von Sphingomyelin zeigte keine Regulation (Abb. 5-14 B und 5-15 B). Dies ist besonders 
interessant, wenn man die zwei unterschiedlichen Wege der Ceramidsynthese, zum 
einen die Neosynthese ausgehend von 3-Ketosphinganin und zum anderen die 
Ceramidbildung durch Spaltung von Sphingomyelin, betrachtet. Die Tatsache, dass 
weder eine Auf- noch eine Abregulation des zellulären Sphingomyelingehalts vorlag, 
wies eindeutig auf eine ACSL5-induzierte Ceramid de novo Synthese und nicht auf eine 
durch Sphingomyelinabbau hervorgerufene Ceramidsteigerung hin. 
Um den in den letzten beiden Kapiteln ermittelten Signalmechanismus der ACSL5-
induzierten Apoptosesensibilisierung durch Steigerung der Ceramid und Sphingosin de 
novo Synthese zu untermauern, wurde zusätzlich die Auswirkung einer 
Sphingolipidmetabolismus-Inhibierung durch ISP1 auf die ACSL5-vermittelte 
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Apoptosesuszeptibilität in Hepatozyten untersucht. Dazu wurden ACSL5- sowie 
Leervektor-transfizierte HepG2 Zellen 24 h mit ISP1 gefolgt von 2 bis 8 h mit TNFα oder 
TRAIL behandelt. Die Zellvitalitäts- und Apoptoseraten wurden anhand der Multiplex-
Assays von Promega bestimmt. 
Abb. 5-16 zeigt, dass sich eine Inhibierung der Sphingolipid de novo Synthese positiv auf 
das Zellüberleben von ACSL5-transfizierten Hepatozyten bei Apoptoseinduktion durch 
TNFα  und TRAIL auswirkte. Durch ISP1 konnte die hepatozelluläre Vitalität bei 
Apoptoseinduktion mittels TNFα um 15 % und bei Apoptoseinduktion durch TRAIL um 10 
% gesteigert werden (Abb. 5-16 A). Gleichzeitig sank die Caspase-3/7 Aktivität durch 
ISP1 Behandlung um 40 % bei einer TNFα- und um 50 % bei einer TRAIL-induzierten 
Apoptose (Abb. 5-16 B). Durch eine Abnahme der zellulären Sphingolipidmenge konnte 
somit die durch ACSL5-gesteigerte Apoptosesuszeptibilität verringert werden, was die 
Bedeutung des Sphingolipidmetabolismus als Signaltransduktionsmechanismus in der 
ACSL5-vermittelten Apoptose verifiziert. 
Bei Betrachtung der Wirkung von ISP1 auf die Zellvitalität von Kontrollzellen, d.h. Zellen, 
in denen der Sphingolipidmetabolismus nicht dereguliert, sondern auf einem natürlichen 
Level vorlag, zeigte sich jedoch das entgegengesetzte Ergebnis (Abb. 5-16 C). Durch 
eine Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus wurde in diesen Zellen die 
Apoptosereaktion auf TNFα um 25 % und auf TRAIL um 20 % erhöht. Anhand dieser 
Ergebnisse wurde ersichtlich, dass eine Deregulation des Sphingolipidmetabolismus 
generell zu einer Abnahme der Zellvitalität bzw. Steigerung der Apoptoserate führte. 
Sowohl eine Deregulation durch Steigerung der Sphingolipidsynthese bei ACSL5 
Überexpression als auch eine Deregulation durch Verringerung der Sphingolipidmenge 
bei ISP1 Behandlung in Kontrollzellen rief eine stark limitierte Zellvitalität hervor. Am 
Beispiel der ACSL5-transfizierten Zellen zeigte sich deutlich, dass eine Normalisierung 
des Sphingolipidmetabolismus in Richtung des natürlich vorkommenden zellulären 
Lipidlevels eine negative Wirkung auf die Apoptoserate hatte und daher die Zellvitalität 
durch ISP1 Behandlung gesteigert werden konnte. Ob eine Behandlung mit ISP1 zu 
einer Zu- oder Abnahme der zellulären Apoptoserate führte, hing daher vom 
Ausgangslevel des Sphingolipidmetabolismus in den behandelten Zellen ab. Da der bei 
gesteigerter ACSL5 Expression vorliegende aktivierte Sphingolipidmetabolismus durch 
ISP1 normalisiert werden konnte, stellte sich hier eine erhöhte Zellvitalität und eine 
verringerte Apoptosesuszeptibilität der Hepatozyten dar; im Gegensatz dazu induzierte 
eine ISP1 Behandlung in nicht-ACSL5-transfizierten Hepatozyten eine Abnahme des 
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Sphingolipidmetabolismus unter das natürliche Level und damit eine Verminderung der 
Zellvitalität. 
 
 
Abb. 5-16: Abnahme der ACSL5-induzierten Apoptosesuszeptibilität durch Inhibierung der 
Sphingolipidneosynthese. ACSL5-transfizierte HepG2 (A+B) und Kontrollzellen (C) wurden 24 h in An- 
oder Abwesenheit von ISP1 kultiviert, gefolgt von 2-8 h Inkubation mit 50 ng/ml TNFα oder 100 ng/ml 
TRAIL kultiviert. Anschließend wurde die Zellvitalität (A+C) sowie die Caspase-3/7 Aktivität (B) analysiert 
(n=3, *P ˂0,05 versus TNFα oder TRAIL behandelte Zellen). 
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten eine ACSL5-abhängige Acyl-CoA Steigerung bei 
apoptoseassoziiertem Verbrauch von Acyl-CoAs im Sphingolipidmetabolismus mit 
Ausbildung proapoptotischen Sphingolipidverbindungen. Die ACSL5-abhängige 
Apoptosesensibilisierung kann auf eine Steigerung der Ceramid und Sphingosin de novo 
Synthese zurückgeführt werden, wobei insbesondere Ceramid, Acyl-CoA und auch 
Hexosylceramid einen kettenlängenspezifischen Anstieg bei TNFα- bzw. TRAIL-
induzierter Apoptose zeigten. Durch die Inhibierung der Sphingolipidneosynthese wird 
die Funktion des proapoptotischen Sphingolipidmetabolismus als Signalmechanismus in 
der ACSL5-vermittelten Apoptosesuszeptibilität bestätigt. 
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5.8 Beeinträchtigung der mitochondrialen Morphologie durch ACSL5-
induzierte Sphingolipidneosynthese 
Aufgrund der mitochondrialen Lokalisation von ACSL5 war es in einem nächsten Schritt 
von Bedeutung den Einfluss von ACSL5 auf die Mitochondrien, insbesondere auf die 
mitochondriale Morphologie zu analysieren. Daher sollte die Auswirkung von ACSL5 auf 
die mitochondriale Sphingolipidzusammensetzung und mögliche strukturelle 
Veränderungen der Mitochondrien anhand von Mitochondrienisolaten aus ACSL5- und 
Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen mit anschließender  massenspektrometrischer 
Erstellung von Sphingolipidprofilen untersucht werden. 
Abb. 5-17 A+C zeigt den hohen Anteil von Ceramid und Sphingomyelin in Mitochondrien, 
wobei Sphingomyelin das prädominanteste Sphingolipid mit einer Konzentration von 
minimal 5000 pmol/mg Protein darstellte. Hexosylceramid (400-600 pmol/mg Protein) 
und Dihydroceramid (90-120 pmol/mg Protein) wiesen ein erheblich niedrigeres 
Vorkommen auf (Abb. 5-17 E+F). Beim Vergleich des mitochondrialen Isolats mit dem 
Gesamtzelllysat zeigte sich, dass der mitochondriale Sphingolipidgehalt im Wesentlichen 
das Sphingolipidprofil des Gesamtleberzelllysats reflektierte. Die einzige Ausnahme 
bildete Sphingosin. Sphingosin wies im Gesamtzelllysat ein 10-fach bzw. 2-fach 
geringeres Vorkommen als Ceramid bzw. Dihydroceramid auf. Im Mitochondrienlysat 
jedoch war nur noch ein 2-fach verringertes Vorkommen im Vergleich zu Ceramid zu 
detektieren und mit einer Konzentration von 120-350 pmol/mg Protein zeigte es einen 
höheren Anteil als Dihydroceramid (Abb. 5-17 G). Auch Sphinganin konnte im 
Mitochondrium detektiert werden, jedoch nur in sehr geringen Mengen (4-
5 pmol/mg Protein). Im Gegensatz dazu waren Sphingosin-1-Phosphat und Sphinganin-
1-Phosphat nicht detektierbar.  
Die Analyse des kettenlängenspezifischen Verteilungsmusters von Ceramid und 
Sphingomyelin zeigte ähnlich dem Kettenlängenprofil im Gesamtzelllysat eine 
ausgeprägt biphasische Verteilung mit besonders hohem Anteil von C16:0 und C24:1 
Isoformen (Abb. 5-17 B+D). 
Betrachtet man die Auswirkung von ACSL5 auf den mitochondrialen 
Sphingolipidmetabolismus, so wird deutlich, dass Ceramid und Sphingomyelin durch eine 
Steigerung der mitochondrialen ACSL5 Aktivität in erhöhten Mengen synthetisiert wurden 
(Abb. 5-17 A+C). Insbesondere die C16-Isoformen wiesen einen starken Anstieg auf. 
Auch Sphingosin zeigte eine leichte, jedoch nicht signifikante Synthesesteigerung durch 
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die erhöhte ACSL5 Expression (Abb. 5-17 G). Im Gegensatz dazu schien ACSL5 keinen 
Einfluss auf das Level von Hexosyl- oder Dihydroceramid zu haben (Abb. 5-17 E+F). 
 
 
Abb. 5-17: Veränderungen des mitochondrialen Sphingolipidprofils durch ACSL5. Nach Isolation der 
Mitochondrien aus ACSL5- und Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen wurden Sphingolipide extrahiert 
und mittels LC-MS/MS analysiert. Abgebildet sind Gesamtkonzentrationen von Ceramid (A), 
Sphingomyelin (C), Hexosylceramid (E), Dihydroceramid (F) und Sphingosin (G) sowie das 
kettenlängenspezifische Verteilungsmuster von Ceramid (B) und Sphingomyelin (D) (n=3, *P ˂0,05 versus 
Leervektor-transfizierte Zellen). 
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Um die Auswirkungen der gesteigerten Ceramid- und Sphingomyelinsynthese auf die 
Konfiguration der mitochondrialen Membran und insgesamt auf die mitochondriale 
Morphologie zu analysieren, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der ACSL5-
transfizierten und Leervektor-transfizierten HepG2 Zellen hergestellt und die Struktur 
sowie Größe der Mitochondrien untersucht. In Abb. 5-18 A+B sind repräsentative 
Übersichtsabbildungen von HepG2pACSL5 und Kontrollzellen in einheitlicher Vergrößerung 
dargestellt.  
 
 
Abb. 5-18: Einfluss von ACSL5 auf die mitochondriale Morphologie. Strukturelle Analyse von 
HepG2pACSL5 (C) und Kontrollzellen (A+B) mittels Transmissionselektronenmikroskopie. Dargestellt sind 
repräsentative Aufnahmen mit einer Vergrößerung von x8000. (D) Durchschnittliche Länge der 
Mitochondrien in ACSL5-transfizierten HepG2 und Kontrollzellen (n=200, *P ˂0,05 versus Kontrollen). 
 
Es zeigte sich, dass durch ACSL5 keine augenfälligen Veränderungen der 
mitochondrialen Gesamtstruktur oder Integrität entstanden waren; die Mitochondrien 
wiesen eine intakte Morphologie auf. Bei Analyse der durchschnittlichen 
Mitochondriengröße zeigte sich jedoch eine signifikante, offenbar ACSL5-abhängige 
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Veränderung. Abb. 5-18 C illustriert, dass Mitochondrien von HepG2pACSL5 im 
Durchschnitt 28 % größer waren als Mitochondrien von Leervektor-transfizierten oder 
Wildtyp HepG2 Zellen. Es ist davon auszugehen, dass die veränderte Größe der 
Mitochondrien auch mit einer Zunahme an mitochondriale membran verbunden ist. Dies 
ließe sich durch eine ACSL5-induzierte Steigerung der mitochondrialen 
Sphingolipidsynthese und den dadurch verursachten erhöhten Einbau von Ceramid und 
Sphingomyelin in die mitochondriale Membran erklären. Im Rahmen der aktuellen Arbeit 
konnte nicht abschließend geklärt werden, ob es sich dabei hauptsächlich um eine 
Expansion in der äußeren Mitochondrienmembran handelte oder auch teilweise 
Sphingolipide in die innere Mitochondrienmembran integriert wurden. 
 
In Synopsis der Daten kann von einer ACSL5-abhängigen strukturellen Veränderung mit 
Größenzunahme der Mitochondrien durch Induktion der Sphingolipidneosynthese 
ausgegangen werden, die möglicherweise besonders durch den Einbau von Ceramid 
und Sphingomyelin in die mitochondriale Membran verursacht wird. 
 
5.9 Aktivierung der mitochondrialen Apoptosesignalkaskade durch 
gesteigerte ACSL5 Aktivität 
Zusätzlich zur Analyse der ACSL5-induzierten Veränderungen im zellulären und 
mitochondrialen Lipidmetabolismus als apoptoseregulierende Mechanismen wurden 
abschließend in diesem Kapitel proteomische Mechanismen der mitochondrialen 
Apoptosesignaltransduktion untersucht. 
Bei einer TNFα- und TRAIL-induzierten Apoptose wird die inaktive Initiatorcaspase-8 als 
Teil der extrinsischen Apoptosekaskade über die Oligomerisierung der Todesrezeptoren 
und DISC-Formation proteolytisch gespalten und dadurch aktiviert. Nach Aktivierung von 
Caspase-8 können zelltypabhängig zwei verschiedene Wege zum apoptotischen Zelltod 
führen: bei Typ-I-Zellen wird die Effektorcaspase-3 direkt proteolytisch aktiviert, während 
bei Typ-II-Zellen, wie z.B. Hepatozyten, eine Amplifikation des apoptotischen Caspase-8-
Signals über einen mitochondrienabhängigen Mechanismus erfolgt (Wajant et al., 2003). 
Caspase-8 initiiert die Spaltung des cytosolischen Proteins Bid in seine aktive Form tBid 
und leitet dadurch die Translokation von tBid an die mitochondriale Membran ein. tBid 
bewirkt über verschiedene Interaktionsmechanismen die Ausschüttung von 
proapoptotischen Faktoren, u.a. Cytochrom c ins Cytoplasma. Cytochrom c löst 
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daraufhin die Formation des Apoptosoms durch Bindung von Apaf-1 und Spaltung von 
Procaspase-9 aus, was zur Aktivierung der Procaspase-3 und damit zur Ausführung des 
apoptotischen Zelltods führt (Fulda et al., 2006). Pro- und antiapoptotische Faktoren wie 
die Mitglieder der Bcl-2-Familie können durch Wechselwirkung mit tBid die Permeabilität 
der mitochondrialen Membran verändern und dadurch die Ausschüttung 
proapoptotischer Faktoren aus dem Mitochondrium beeinflussen (Bai et al., 2004;Yi et 
al., 2003). 
Um der Fragestellung nachzugehen, ob eine gesteigerte mitochondriale ACSL5 Aktivität 
zu einer stärkeren Aktivierung der intrinsischen Apoptosesignalkaskade führt, wurden 
ACSL5- und Leervektor-transfizierte HepG2 Zellen für 2 bis 8 h mit 50 ng/ml TNFα oder 
100 ng/ml TRAIL inkubiert und anschließend die Aktivierung von Procaspase-8, Bid und 
Procaspase-9 sowie die Expression verschiedener pro-und antiapoptotischer Mitglieder 
der Bcl-2-Familie analysiert. 
 
 
 
Abb. 5-19: Aktivierung der mitochondrialen Apoptosekaskade in HepG2. ACSL5-transfizierte HepG2 
und Kontrollzellen wurden 2-8 h in Anwesenheit von 50 ng/ml TNFα oder 100 ng/ml TRAIL kultiviert. Die 
Aktivierung von Caspase-8, Bid und Caspase-9 wurde mittels Western Blot Analyse detektiert. β-Aktin 
diente als Ladekontrolle. 
 
Abb. 5-19 zeigt, dass die Initialisierung der intrinsischen Apoptosesignalkaskade in 
HepG2 in Abhängigkeit von der Inkubationszeit der Todesrezeptorliganden TNFα und 
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TRAIL erfolgte. In ACSL5-transfizierten HepG2 Zellen war schon nach 4 h TNFα oder 
TRAIL Behandlung eine deutliche Aktivierung von Caspase-8 (43 kDa) und Caspase-9 
(35 kDa) zu detektieren, wogegen in Kontrollzellen erst nach einer Inkubationszeit von 
8 h eine Aktivierung nachgewiesen werden konnte. Durch Aktivierung der Caspase-8 
wurde Bid (22 kDa) proteolytisch gespalten und war nach 8 h Inkubationszeit der 
Todesrezeptorliganden in HepG2pACSL5 kaum noch nachweisbar. Leervektor-transfizierte 
HepG2 Zellen zeigten eine vergleichsweise langsame Spaltung von Bid.  
In einem weiteren Schritt wurden die pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Mitglieder Bad, 
Bax und Bak sowie Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-xL analysiert. Es konnte jedoch keine 
Regulation dieser Faktoren durch ACSL5 detektiert werden (Daten nicht abgebildet). 
 
Diese Ergebnisse für HepG2 Zellen zusammenfassend ist von einer deutlichen 
Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesignalweges nach TNFα und TRAIL Inkubation  
auszugehen, wobei durch eine erhöhte ACSL5 Aktivität im Mitochondrium eine 
schnellere Initiierung der Kaskade erfolgt. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie zeigen keine 
signifikante Regulation, so dass eine Beteiligung an der ACSL5-induzierten 
Apoptosesensibilisierung vergleichsweise unwahrscheinlich ist. 
 
5.10   Generierung, Geno- und Phänotypisierung eines transgenen,   
leberspezifischen ACSL5 Mausmodells, C57BL/6J-tg(alb-ACSL5) 
Zur weitergehenden Analyse und Verifizierung der in vitro eruierten Daten der ACSL5-
induzierten Lipid- und Apoptosesignalwege im Hinblick auf die Pathogenese der 
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung sollte ein in vivo Mausmodell mit 
leberspezifischer ACSL5 Überexpression erzeugt werden. Dazu wurde der 9,1 kb große 
Expressionsvektor pCR2.1-Albumin-ACSL5 kloniert (Abb. 5-20 A). Die Albumin-Promotor 
Kassette (2,5 kb), die aus dem pALB-Feto Vektor (Kellendonk et al., 2000) in die  
Multiple-Cloning Site des handelsüblichen pCR2.1 Vektors (Invitrogen) integriert wurde, 
ermöglicht durch die albuminspezifische Transkriptionsaktivierung eine gezielte 
Expression des rekombinanten, His-Tag-gekoppelten ACSL5 Proteins in der Leber. Die 
humane, His-Tag gekoppelte ACSL5 cDNA (2,6 kb) wurde aus dem Expressionsvektor 
pcDNA_DEST40-ACSL5 (Reinartz et al., 2010) amplifiziert und anschließend hinter dem 
Albumin-Promotor inseriert. Die vollständige Klonierungsstrategie ist in Kapitel 4.3.4 
aufgezeigt.  
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Abb. 5-20: Aufbau und Testverdau des murinen pCR2.1-Alb-ACSL5 Expressionsvektors. (A) 
Schematische Darstellung des 9,1 kb großen, murinen Expressionsvektors mit Markierung der 
Restriktionsschnittstellen, XhoI, BamHI und XbaI. (B) Einfach-, Doppel- und Triple-Restriktionsverdau des 
klonierten pCR2.1-Alb-ACSL5 Vektors mit den im Vektor-Schema markierten RE-Enyzmen. 
 
Die erfolgreiche Herstellung des Vektors wurde mittels Sequenzierung und 
Restriktionsverdau verifiziert. Abb. 5-20 B zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung 
des Vektors nach Restriktionsverdau. Bei Verdau mit XhoI oder XbaI, die jeweils nur eine 
Schnittstellensequenz im Vektor aufweisen, zeigte sich die erwartete linearisierte Form 
des Vektors. Dagegen wies der Verdau mit BamHI zwei Produkte nach, das Albumin-
Promotor Fragment (2,5 kb) und die ACSL5 cDNA mit dem Rest des Vektors (6,6 kb). 
Der Doppelverdau mit NotI und XbaI zeigte ebenso zwei Produkte, das Albumin-
Promotor-ACSL5 cDNA Fragment (5,1 kb), das nachfolgend für die Oozyteninjektion 
verwendet wurde, und den restlichen Teil des Vektors (4,0 kb). Durch den 
Dreifachverdau mit NotI, BamHI und XbaI wurde die größere der beiden Banden aus 
dem vorherigen Doppelverdau aufgrund des Zerfalls in zwei kleinere ca. 2,5 kb große 
Banden als Albumin-Promotor ACSL5 cDNA-Konstrukt verifiziert. Dieser Verdau war 
notwendig, um das für die Oozyteninjektion einzusetzende Vektorfragment aus dem 
Verdau mit NotI und XbaI eindeutig identifizieren und extrahieren zu können. 
Um die Funktionalität des Expressionsvektors zu testen, wurde eine transiente 
Transfektionen der humanen Leberzelllinie HepG2 und der murinen Leberzelllinie Hepa 
1-6 durchgeführt. Mittels quantitativer Realtime-PCR konnte die ACSL5-Expression auf 
mRNA Ebene in den transfizierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 5-21 A), wogegen 
in den untransfizierten Zellen keine Expression der rekombinanten ACSL5 cDNA zu 
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detektieren war. Die Translation des rekombinanten His-Tag gekoppelten ACSL5 
Proteins (70 kDa) wurde über eine Aufreinigung des Proteins mittels Ni-Chelat-
Affinitätschromatographie und anschließender Western Blot Analyse gezeigt (Abb. 5-21 
B+C). Da durch die Ni-Chelat-Affinitätschromatographie nur His-Tag gekoppelte Proteine 
aufgereinigt werden können, eigent sich diese Methode besonders gut, um rekombinante 
Proteine gezielt anzureichern und im Western Blot auch in geringeren Mengen 
detektieren zu können. Die Elution des ACSL5-His Proteins von der Ni-Säule erfolgte 
wurde durch einen linearen Konzentrationsgradienten von 0-250 mM Imidazol in fünf 
Fraktionen und weiteren fünf Fraktionen konstanter Imidazolkonzentration. Das Protein 
konnte in den Fraktionen vier bis sechs der ACSL5-transfizierten HepG2 Zellen (Abb. 5-
21 C) nachgewiesen werden, nicht aber im Lysat der untransfizierten HepG2 Zellen 
(Abb. 5-21 B). 
 
 
 
Abb. 5-21: Nachweis der Funktionalität des pCR2.1-Alb-ACSL5 Expressionsvektors. Nach transienter 
Tranfektion von pCR2.1-Alb-ACSL5 in HepG2 und Hepa 1-6 wurde die Expression des rekombinanten 
ACSL5-Proteins mittels qRT-PCR (n=3) (A) und Ni-Affinitätschromatographie mit anschließendem Western 
Blot mit anti-Histidin mAb (B+C) bestätigt. 
 
Nachdem die Expression des rekombinanten ACSL5 Proteins mittels pCR2.1-Alb-ACSL5 
in HepG2 und Hepa 1-6 Zellen nachgewiesen worden war (Abb. 5-21), konnte das mit 
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NotI und XbaI geschnittene Promotor-Genkonstrukt (5,1kb) zur Generierung des 
transgenen Mausmodels mittels Oozyteninjektion verwendet werden. 
Die Erzeugung der transgenen Mauslinie wurde in Kooperation mit dem transgenen 
Service der Universität Bonn durchgeführt, wobei die Generierungseffizienz bei 16 % lag. 
Insgesamt wurden 69 Nachkommen abstammend aus den injizierten Spenderoozyten 
geboren und mittels Genotypisierungs-PCR analysiert. Die vier männlichen und sieben 
weiblichen Tiere, die eine positive Integration des Transgens in die genomische DNA 
aufwiesen, wurden zum Aufbau der transgenen Zucht ins Institut für Versuchstierkunde 
des Universitätsklinikums Aachen transferiert.  
Zur Charakterisierung der ACSL5 Expression im erzeugten Mausmodell wurden 
Expressionsstudien an transgenen und Wildtyp Mäusen, abstammend aus 
unterschiedlichen Generationen der transgenen Foundertiere, erstellt. Abb. 5-23 A zeigt 
die Genotypisierung der Tiere mittels konventioneller PCR und anschließender Agarose-
Gelelektrophorese. Die aus Schwanzbiopsien isolierten DNA-Proben wurden mit 
spezifischen, das ACSL5-Transgen detektierenden Primern analysiert. In der hier 
dargestellten Genotypisierungs-PCR wurden neun positive, d.h. transgene Tiere und drei 
negative, d.h. Wildtyp Tiere identifiziert. Die transgenen Mäuse A80, A85 und A86 
stammen aus der ersten Generation der Verpaarung von Founder 4 und 10 ab; die 
Mäuse mit den Nummern A120, A122 und A123 dagegen aus der ersten Generation von 
Founder 5 und 11 und die Mäuse A139, A140 und A141 aus der zweiten Generation von 
Founder 5 und 11. Die Mäuse mit den Nummern B6N 1-3 stammen aus einer 
Wildtypzucht und dienen als Kontrollen. 
Da Integrationsort und Integrationshäufigkeit des Transgen-Konstruktes großen Einfluss 
auf die Expressionsstärke haben können (Palmiter et al., 1986), wurde im Anschluss an 
die konventionelle PCR eine absolut quantitative RT-PCR Messung zur Analyse der 
ACSL5 Expression auf mRNA Ebene durchgeführt. Dabei wurde anders als bei der 
semiquantitativen RT-PCR eine externe Standardreihe mit definierter ACSL5 und 
mGapdh Kopienzahl mitgeführt, über die die genaue Kopienzahl und damit die absolute 
Expression des Transgens ermittelt werden konnte. 
Die Expressionstärke des ACSL5-Transgens in den Lebergewebeproben zeigte große 
Unterschiede je nach Founderpaar und Generation (Abb. 5-23 B). So konnte bei den 
Nachkommen von  Founderpaar 4/10 (A80, A85, A86) keine bzw. nur eine sehr geringe 
Expression detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten alle Nachkommen (A120-
A140) von Founderpaar 5/11 eine deutlich höhere Expressionsrate. Insbesondere die 
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zweite Nachkommensgeneration von Founderpaar 5/11 (A139-A141) wies eine starke 
ACSL5 Expression auf (max. 7x104 ACSL5 Kopien pro 106 mGapdh Kopien). Dagegen 
wurde wie erwartet in den Wildtyp Kontrolltieren keine Expression detektiert. Interessant 
war weiterhin, dass generationsabhängig eine bis zu 4-fache Steigerung der 
Transgenexpression induziert werden konnte, wobei galt: je später die Generation, desto 
höher die Expression. 
 
 
Abb. 5-22: Genotypisierung und Expressionsanalyse des ACSL5 Transgens in C57BL/6J-tg(alb-
ACSL5) Nachkommen verschiedener Foundertiere. (A) Konventionelle PCR mit anschließender 
Gelelektrophorese zum Nachweis der Transgenintegration in die genomische DNA. (B) Analyse der 
ACSL5-Transgen mRNA Expression mittels absolut quantitativer RT-PCR (n=4). 
 
Zusammenfassend sprechen diese Daten für die erfolgreiche Basisgenerierung eines 
leberspezifischen, ACSL5-transgenen Mausmodells C57BL/6J-tg(alb-ACSL5), das für die 
in vivo Verifizierung der ACSL5-induzierten Lipid- und Apoptosesignalwege sowie für 
komplexe funktionelle Analysen der ACSL5 Wirkung in der Pathogenese der 
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung weiter charakterisiert und prospektiv verwendet 
werden kann. 
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6. DISKUSSION 
Die weltweit zu beobachtende, steigende Inzidenz von Fettleibigkeit, Über- und 
Fehlernährung mit gleichzeitig verringertem Ausmaß an körperlicher Aktivität führt 
besonders in den westlichen Industrienationen zu einem vermehrten Auftreten von 
metabolisch-bedingten Lebererkrankungen. Eine wichtige Entität in diesem Szenario ist 
die NAFLD, die ein Spektrum von metabolischen Störungen des Lipidstoffwechsels der 
Leber umfasst, das nicht durch einen Alkohol-Abusus hervorgerufen wird (Bellentani et 
al., 2010). Prognostischen Studien zufolge wird die Fettlebererkrankung parallel zur 
steigenden Inzidenz von Fettleibigkeit und Typ 2 Diabetes mellitus in den nächsten 
Jahren weiter ansteigen und die wesentliche Ursache für Lebertransplantationen sein 
(Tiniakos et al., 2010). Insbesondere die Assoziation zu kardiovaskulären Erkrankungen 
und die zunehmende Prävalenz der NAFLD schon im Kindesalter (Alisi et al., 2010; 
Loomba et al., 2009) verdeutlichen die Relevanz dieser Erkrankung und ihrer 
Folgeschäden als fortschreitende Gesundheitsbelastung. Daher gewinnt die 
Identifizierung und funktionelle Untersuchung von pathogenetischen Mechanismen, die 
zum Fortschreiten dieser Lebererkrankungen beitragen, immer größere Bedeutung, vor 
allem im Hinblick auf therapeutische Möglichkeiten (Farrell et al., 2006) . 
Die NAFLD ist eine multifaktorielle und sich mehrstufig manifestierende Erkrankung, in 
deren Progression ein komplexes Netzwerk aus Zell- bzw. Gewebeinteraktionen und 
Signalwegen involviert ist (Cusi, 2009). Die Akkumulation von Fettsäuren und Lipiden, 
ein frühes, potentiell reversibles Ereignis, stellt einen Schlüsselmechanismus in der 
Pathogenese dieser Erkrankung dar. Bei anhaltender Dysfunktion des Lipidmetabolismus 
kann dies zur hepatozellulären Lipotoxizität führen, wenn die hepatische Kapazität zur 
Fettsäuremetabolisierung, -speicherung und -ausschleusung überstiegen ist (Malhi et al., 
2008). Die hepatische Lipotoxizität wird als eine der wesentlichen Ursachen der 
fibroseassoziierten Aktivierung von hepatischen Sternzellen bei NAFLD gesehen, in 
Folge derer die Leberepithelverfettung zu chronischen Folgekrankheiten wie der 
Fibrose/Zirrhose und dem hepatozellulären Karzinom fortschreiten kann (Erickson, 
2008). In diesem Zusammenhang ist vor allem die molekulare Analyse von Faktoren 
interessant, die potentiell eine funktionelle Verbindung zwischen hepatozellulärer 
Steatose, Lipoapoptose und Fibrose vermitteln.  
In der vorliegenden Arbeit ergaben sich Hinweise darauf, dass Fettsäure aktivierende 
Schlüsselenzyme des Lipidmetabolismus wie die ACSLs als solche potentiellen 
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Bindeglieder agieren könnten. So wurde eine signifikante Expressionssteigerung der 
ACSL5 durch alimentäre Fettsäuren und Lipide bei gleichzeitig verstärkter Anfälligkeit der 
Hepatozyten für eine TNFα- und TRAIL-vermittelte Apoptose nachgewiesen. Durch die 
weitergehende Untersuchung des ACSL5-vermittelten Apoptosemechanismus mittels 
protein- und lipidanalytischer Methoden konnten die Beteiligung von intrinsischen und 
extrinsischen Apoptosemechanismen sowie von zellregulatorisch wirksamen Lipiden in 
der ACSL5-abhängigen Signaltransduktion charakterisiert werden. 
Im Folgenden werden die Daten, die zur Charakterisierung der ACSL5 als 
apoptosesensibilisierenden Faktor in der Pathogenese von NAFLD geführt haben mit 
Hinblick auf die Literatur diskutiert. Im Mittelpunkt dieser Betrachtungen steht die 
funktionelle Bedeutung von ACSL5 in der pathogenetischen Sequenz von 
Leberverfettung, Lipoapoptose und fibrogener Transaktivierung von hepatischen 
Sternzellen. 
 
6.1 Induktion der hepatozellulären ACSL5 Expression und Synthese 
durch nutritive Lipide und Kohlenhydrate 
Die Regulation der ACSL Isozyme durch eine Reihe von nutritiven Stimuli wie Insulin und 
Glukose, eine sukrose- bzw. fettreiche Ernährung, aber auch Unterernährung und Fasten 
konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden (Achouri et al., 2005; Mashek 
et al., 2006a). Die unmittelbare Wirkung von Fettsäuren, die definierten Substrate der 
ACSLs, auf die Expression der humanen ACSL5 in Hepatozyten wurde bislang noch 
nicht untersucht. 
Vorhergehende Studien in Ratten zeigen, dass die hepatische ACSL5 Expression durch 
Fasten reduziert wird, jedoch durch eine kohlenhydratreiche Ernährung gesteigert 
werden kann und dass die Behandlung primärer humaner Hepatozyten mit Insulin und 
Glukose in einen SREBP-1c-induzierten Anstieg der ACSL5 Expression resultiert 
(Achouri et al., 2005; Mashek et al., 2006a). Weiterhin konnte für die ACSL Isoformen 1 
und 3 eine nutritive Regulation durch Lipidakkumulation nachgewiesen werden. So wird 
die Expression der hepatischen ACSL1 durch eine fettreiche Ernährung in Ratten stark 
erhöht (Suzuki et al., 1990). Auch ACSL3 zeigt eine gesteigerte Expression in der 
hepatozellulären Steatose (Fujimoto et al., 2006). In der Studie von Fujimoto und 
Kollegen konnten insbesondere Hinweise auf eine Involvierung dieser Isoform in die 
Lipidvakuolenbildung gefunden werden. Unterstützt wird diese Beobachtung durch 
Diskussion 
 
 
105 
Analysen, in denen Triacsin C, ein ACSL Inhibitor, die Akkumulation von Lipidvakuolen 
und damit eine Verfettung in Hepatozyten verhinderte (Fujimoto et al., 2006). 
Basierend auf diesen Daten ist eine direkte Wirkung von Fettsäuren und Lipiden, 
insbesondere bei Akkumulation wie sie z.B. in der Steatosis hepatis auftritt, auf die 
Expression und Synthese der hepatozellulären ACSL Isoform 5 wahrscheinlich. In dieser 
Arbeit wurde daher der potentielle Einfluss von alimentären Fettsäuren auf die ACSL5 
Expression sowohl in vitro als auch in vivo analysiert. Dazu wurde zunächst ein 
hepatozelluläres Zellkulturmodell etabliert, dass die in vivo Situation der Leberverfettung 
realistisch nachstellt. Durch Hyperalimentation mit gesättigten und ungesättigten 
Fettsäuren konnte eine deutliche Verfettung von Hepatozyten induziert werden, die durch 
eine progressiv ansteigende Bildung von Lipidvakuolen bei steigender Konzentration und 
Inkubationszeit der Fettsäuren charakterisiert war (vgl. Ergebnisse Abb. 5-1 A und 5-
2 A). In Übereinstimmung mit der Literatur zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, 
dass die Entwicklung einer mikro- oder makrovesikulären Verfettung, die sich in vivo 
krankheitsabhängig ausbildet, experimentell durch die Fettsäurekonzentration und -
inkubationszeit beeinflusst werden kann (Fujimoto et al., 2006). In der Studie von 
Fujimoto und Kollegen wurde zusätzlich der Einfluss der Fettsäurelänge analysiert. Sie 
konnten zeigen, dass langkettige Fettsäuren (C16-C22) eine wesentlich stärkere 
Lipidakkumulation induzieren als kurz- oder mittelkettige Fettsäuren (C2-C12). Die 
stärkste Steatogenese in Hepatozyten konnte durch die langkettige, einfach ungesättigte 
Ölsäure (C18:1) erreicht werden, die als Hauptsubstrat von ACSL Isoformen bekannt ist 
(Digel et al., 2009) und u.a. für die eigenen Untersuchungen als Fettsäuretyp gewählt 
wurde. Zusätzlich zur Ölsäure wurden Palmitinsäure (C16:0), eine gesättigte Fettsäure 
und Linolsäure (C18:2), eine zweifach ungesättigte Fettsäure verwendet.  
Anhand der in dieser Arbeit durchgeführten Expressionsanalysen konnte eine 
Induzierbarkeit der ACSL5 Expression durch Fettsäuren eindeutig nachgewiesen 
werden. Sowohl gesättigte als auch ungesättigte Fettsäuren induzierten eine signifikante, 
konzentrations- und zeitabhängige ACSL5 Expressionssteigerung in PHH (primäre humane 
Hepatozyten) sowie HepG2 Zellen (Hepatomzellen) (vgl. Ergebnisse Abb. 5-1 und 5-2). 
Beim Vergleich der anderen ACSL Isoformen, die zusätzlich zur Isoform 5 in dieser 
Arbeit untersucht wurden, zeigte sich, dass ACSL5 die einzige Isoform war, die sowohl in 
HepG2 als auch in PHH signifikant durch alle drei Fettsäuren in ihrer Expression 
stimuliert wurde. ACSL1, 3 und 4 wiesen, abhängig vom Zellsystem und der inkubierten 
Fettsäure, stark unterschiedliche Expressionsprofile auf. Beispielsweise wurde ACSL1 
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zwar in HepG2 Zellen durch Öl- und Palmitinsäure stimuliert, in PHH konnte jedoch keine 
signifikante Regulation detektiert werden. Diese Unterschiede könnten auf das 
differentielle Expressionsmuster einer Isoform in unterschiedlichen Zellsystemen 
zurückzuführen sein. So ist ACSL1 von allen ACSL Isozymen die dominierende Isoform 
in PHH, zeigt jedoch die niedrigste Expression in HepG2 Zellen (vgl. Ergebnisse Abb. 5-
3). Durch das niedrige Expressionslevel in HepG2 könnten regulative Veränderungen 
deutlicher hervortreten als bei einem generell hohen Expressionslevel. Unterstützt 
werden die Beobachtungen der zelltypspezifischen Regulation durch mehrere publizierte 
Studien (Sandoval et al., 2008; Mashek et al., 2006a). Sandoval und Kollegen 
analysierten das Expressionsprofil verschiedener Enzyme des Fettsäuremetabolismus in 
sieben unterschiedlichen Zellsystemen und konnten eine differentielle Expression der 
ACSL Isoformen in HepG2 nachweisen: ACSL4 > ACSL3 > ACSL5 >>> ACSL1. In 
Übereinstimmung mit den eigenen Daten zeigt ACSL1 von allen Isoformen die geringste 
Expression in HepG2, die anderen Isoformen davon jedoch teilweise abweichende 
Regulationen: ACSL3 = ACSL4 >> ACSL5 > ACSL1. Die vergleichsweise geringe 
Variabilität zwischen den Studien bezüglich der Verteilung der ACSL Isoformen kann auf 
die verwendeten Analysemethoden zurückgeführt werden. Vergleicht man das 
Expressionsprofil der Hepatomzellen mit primären Hepatozyten, so zeigt sich ein zu 
100 % entgegengesetztes Expressionsmuster: ACSL1 >> ACSL5 > ACSL4 >> ACSL3. In 
der Primärkultur ist demnach ACSL1 die dominierende und ACSL3 die am wenigsten 
exprimierte Form. ACSL5 hingegen zeigt in beiden Zellsystemen eine mittelmäßige 
Expression, die in Primärzellen etwas stärker ausgeprägt zu sein scheint. Die 
zelltypabhängige Induzierbarkeit der einzelnen ACSL Isoformen, die bei Stimulation mit 
verschiedenen Fettsäuren beobachtet wird, könnte durch diese Unterschiede bedingt 
sein. So treten Expressionsänderungen einer niedrig exprimierten Isoform deutlicher 
hervor als Veränderungen einer stark exprimierten Isoform. Interessant ist die 
Beobachtung, dass ACSL5 eine vergleichsweise geringe Expression in PHH und HepG2 
aufweist, aber von allen Isoformen die signifikanteste Regulation bei 
Fettsäurealimentation zeigt. Die in unbehandeltem Zustand eher geringe ACSL5 
Expression steigt bei Stimulation durch Fettsäuren auf das Level der am stärksten 
exprimierten Isoform an (vgl. Ergebnisse Abb. 5-3). 
Die im Zellkulturmodell generierten Daten konnten auf Gewebeebene bestätigt werden. 
So zeigte sich auch in vivo eine ACSL5 Expressionssteigerung bei Verfettung, die 
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene fassbar war (vgl. Ergebnisse Abb. 5-4). 
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Die Analysen wurden ausschließlich in Hinblick auf die Expression der ACSL5 
durchgeführt, da sich die ACSL5, wie oben beschrieben, als das am stärksten regulierte 
ACSL Isozym in vitro herausgestellt hatte. Es ist hervorzuheben, dass sich trotz der in 
der Literatur beschriebenen translationalen und posttranslationalen 
Regulationsmechanismen der ACSL Isozyme (Mashek et al., 2006a) weder in vivo noch 
in vitro Diskrepanzen zwischen ACSL5 Expression und Synthese (mRNA vs. Protein) 
detektieren ließen. Schlussfolgernd konnte die vermutete, nutritive Regulation der ACSL5 
durch Fettsäuren und Lipide anhand der in vitro und in vivo nachgewiesenen 
Induktionsunterschiede der ACSL5 Expression bei hepatozytärer Verfettung erhärtet 
werden.  
Als Modelle zur Erklärung der nutritiven Regulation diesen zum einen die Vorstellung 
einer fettsäureregulierten Genexpression, zum anderen die von Mashek und Kollegen 
beschriebene regulative Rolle der ACSL5 bei Aufnahme exogener Fettsäuren (Mashek et 
al., 2006b). Bei einem erhöhten Angebot an Fettsäuren würde demnach eine erhöhte 
ACSL5 Expression zur verstärkten Aufnahme von Fettsäuren dienen und somit nicht nur 
als Folge der Steatose hochreguliert werden, sondern schon während der 
Steatoseentstehung eine funktionelle Bedeutung im gestörten Fettstoffwechsel 
einnehmen. Dieser Punkt wird in Kapitel 6.2 weitergehend behandelt. Auch die 
genregulativen Eigenschaften der Fettsäuren könnten zur Induktion der ACSL5 
Expression beitragen. So wurde bereits gezeigt, dass langkettige Fettsäuren und ihre 
Thioester-Derivate durch Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie 
SREBP-1a/c, ChREBP und NF-κB oder nukleären Rezeptoren wie PPAR-α/-γ/-δ, LXR 
und HNF-4α die Aktivität dieser Transkriptionsmediatoren verändern und dadurch die 
Aktivierung bzw. Inhibierung der Genexpression wichtiger Schlüsselgene des 
Lipidmetabolismus steuern können (Bordoni et al., 2006; Pegorier et al., 2004). SREBP-
1c, die dominierende Isoform in der Leber, ist beispielsweise an der 
Expressionsregulation des ACSL5 Gens beteiligt (Achouri et al., 2005). Für PPAR-y 
konnte eine transkriptionsregulatorische Funktion des ACSL1 und 5 Gens (Schoonjans et 
al., 1995; Way et al., 2001), für PPAR-δ eine transkriptionsstimulierende Funktion des 
ACSL3 Gens nachgewiesen werden (Cao et al., 2010). LXR stimuliert die Expression 
von ACSL3 über die direkte Bindung an ein LXR Response-Element im ACSL3 Promotor 
(Weedon-Fekjaer et al., 2010). Trotz der wichtigen Funktionen genregulatorischer 
Prozesse in der ACSL Expression wurde die Rolle von fettsäure- und lipidgesteuerten 
Transkriptionsmediatoren in der ACSL Regulation bislang nur vereinzelt untersucht. Eine 
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experimentelle Studie, die systematisch die Expression verschiedener ACSL Isoformen 
mit der Aktivierung oder Inaktivierung der oben genannten Transkriptionsfaktoren 
korreliert, könnte zur Aufklärung nutritiver ACSL Regulationsmechanismen beitragen. 
 
6.2 ACSL5 im anabolen und katabolen Lipidmetabolismus 
Aufgrund der Fähigkeit, Fettsäuren zu Acyl-CoA Thioestern aktivieren zu können, 
besitzen ACSLs eine bedeutende Funktion im intermediären Fettsäuremetabolismus und 
der zellulären Lipidhomöostase. Acyl-CoAs dienen als Intermediate für die Elongation, 
Desaturation und Oxidation von Fettsäuren sowie den Aufbau von komplexen Lipiden. 
Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass die individuellen ACSL Isoformen ihre 
Fettsäuresubstrate in unterschiedliche Stoffwechselwege und Signalmechanismen 
einschleusen, ein Phänomen, das als vektorielle Acylierung bezeichnet wird              
(Ellis et al., 2010). 
Für die ACSL5 sind in der Literatur sowohl Hinweise auf eine Einschleusung in den 
katabolen Lipidmetabolismus (Fettsäure-β-Oxidation) als auch in den anabolen 
Lipidmetabolismus (Lipid de novo Synthese) vorhanden. Für Funktionen im katabolen 
Lipidmetabolismus sprechen die mitochondriale Lokalisation und die daraus topograpisch 
resultierende Nähe zur Fettsäure-β-Oxidation (Coleman et al., 2002), der Anstieg der 
ACSL5 Expression bei Unterernährung (Lewin et al., 2001) und Behandlung mit PPAR-γ-
Agonisten (Way et al., 2001) sowie die ACSL5 Expressionssteigerung durch Onkostatin 
mit gleichzeitiger Veringerung der Triglyceridsynthese und Erhöhung der Fettsäure-β-
Oxidation (Zhou et al., 2007). Obgleich die Anzahl der Studien, die eine katabole Rolle 
der ACSL5 postulieren, relativ gering ist, könnte die vergleichsweise seltene Aktivierung 
dieses Mechanismus abhängig von Gewebe- bzw. Zelltyp, Art der Fettsäure und 
Expressionsregulation der ACSL5 eine entscheidene Auswirkung auf die zelluläre 
Lipidhomöostase und damit auf zellregulatorische Prozesse haben.  
Die eigenen Daten sowie die Mehrzahl publizierter Studien zur ACSL5 weisen jedoch auf 
eine anabole Funktion dieses Enzyms hin. Oikawa und Kollegen zeigen, dass die 
hepatische ACSL5 Expression durch Fasten reduziert, jedoch durch eine 
kohlenhydratreiche Ernährung gesteigert wird (Oikawa et al., 1998). ACSL5 mRNA wird 
durch Glucose- und Insulin-Behandlung in kultivierten Hepatozyten und im diabetischen 
Tiermodell erhöht (Achouri et al., 2005). Des Weiteren ist ACSL5 ein Zielgen von 
SREBP-1c, das für die transkriptionelle Aktivierung lipogener Moleküle verantwortlich ist 
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(Horton et al., 2002; Stoeckman et al., 2002). Den direkten Nachweis, dass die durch 
ACSL5-synthetisierten Acyl-CoA-Verbindungen verstärkt in der Lipidneosynthese zu 
finden sind, erbrachten Mashek und Kollegen in einer Studie an Ratten-Hepatozyten 
(Mashek et al., 2006b). Sie zeigen, dass die hepatozelluläre Überexpression von ACSL5 
zu einer gesteigerten Aufnahme von Fettsäuren und Einschleusung von Acyl-CoAs in die 
Triglyceridsynthese führt. In Übereinstimmung mit den eigenen Daten weisen sie darauf 
hin, dass nur exogen zugeführte, nicht endogen synthetisierte Fettsäuren für die ACSL5-
induzierte Steigerung der Triglyceridsynthese verwendet werden (vgl. Ergebnisse Abb. 5-
11 I). Weiterhin zeigen sie, dass die ACSL5-synthetisierten Acyl-CoA-Verbindungen nur 
in die Glycerolipidsynthese, nicht aber die Phospholipidsynthese eingeschleust werden. 
Dies steht in Kontrast zu einer kürzlich erschienenen Studie, die zeigt, dass der 
Knockdown von ACSL5 in primären Hepatozyten nicht nur die Glycero-, sondern auch 
die Phospholipid- und Cholesterolsynthese stark verringert (Bu et al., 2010). Die Autoren 
dieser Studie folgern daraus, dass die ACSL5 Syntheseprodukte in alle drei 
Stoffwechselwege gleichermaßen eingeschleust werden. Außerdem wird in dieser Studie 
deutlich, dass ACSL5 sowohl exo- als auch endogene Fettsäuren für die Lipid de novo 
Synthese aktiviert, was in Einklang mit den Daten der eigenen Arbeit steht (vgl. 
Ergebnisse Kapitel 5-6). So wurde in der vorliegenden Studie der Nachweis erbracht, 
dass die ACSL5 je nach Lipidsyntheseweg entweder endo- oder exogene Fettsäuren als 
Substrate nutzt. 
In einzelnen Studien wurde zusätzlich zur Funktion im Cholesterol-, Glycero- und 
Phospholipidmetabolismus eine potentielle Involvierung verschiedener ACSL Isoformen 
in die Ceramidsynthese genannt (Chiu et al., 2001; Gassler et al., 2007), jedoch wurde 
diese nur über indirekte Detektionsmethoden wie die Behandlung mit Fumonisin B, 
einem Ceramidsynthase-Inhibitor, oder mit Hilfe von Enzymassays analysiert. Keine der 
bislang publizierten Studien zur Rolle der ACSL Isoformen in der Neogenese komplexer 
Lipide untersuchte systematisch die funktionelle Bedeutung der ACSLs im 
Sphingolipidmetabolismus, was vermutlich auf die komplexe und apparativ aufwendige 
Analysemethodik zurückzuführen ist. Die Analyse von Sphingolipiden mittels 
chromatographischer und massenspektrometrischer Techniken, die auch als 
Sphingolipidomics bezeichnet wird, stellt eine umfassende, höchst sensitive Methodik 
dar, um strukturspezifisch eine Vielzahl von Sphingolipidmetaboliten identifizieren und 
quantifizieren zu können und ihre Funktionen im Lipidmetabolismus, in der zellulären 
Lipidhomöostase und in lipidpathogenen Erkrankungen zu ermitteln (Han et al., 2009). In 
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der vorliegenden Arbeit wurde das hepatozelluläre Sphingolipidome anhand einer HPLC- 
Tandem Massenspektrometrie-basierenden Methode untersucht, die den Nachweis 
erbrachte, dass die hepatozelluläre ACSL5 Fettsäuren nicht nur für die Einschleusung in 
den Cholesterol-, Glycero- und Phospholipid-, sondern auch zum Anabolismus von 
Sphingolipiden aktiv beiträgt. Die hepatozelluläre Überexpression von ACSL5 führte zu 
einer signifikant gesteigerten Sphingolipidsynthese, die insbesondere bei den komplexen 
Sphingolipiden (Ceramid, Hexosylceramid, Dihydroceramid und Sphingomyelin) 
ausgeprägt war (vgl. Ergebnisse Abb. 5-11). Auch die Sphingoidbasen (Sphinganin und 
Sphingosin) wiesen ein durch ACSL5 erhöhtes Vorkommen auf. Jedoch schien die 
Phosphorylierung einzelner Sphingolipidmetaboliten eher negativ durch ACSL5 reguliert 
zu sein, wodurch möglicherweise verschiedene zellregulatorische Prozesse beeinflusst 
werden könnten (vgl. Kapitel 6-3). Durch die Inhibierung des Sphingolipidmetabolismus 
mittels ISP1 (Myriocin) wurde das Vorkommen der Sphingolipidmetaboliten bei ACSL5 
Überexpression stark erniedrigt. Die ACSL5-transfizierten Hepatozyten zeigten ein 25-
50 % stärker reduziertes Sphingolipidvorkommen als Kontrollzellen, wodurch der 
Nachweis der ACSL5-induzierten Einschleusung von Acyl-CoAs in die 
Sphingolipidneosynthese bestätigt werden konnte. Die Regulation der einzelnen 
Sphingolipidmetaboliten ist für diese Arbeit sehr interessant, da Sphingolipide als 
Signalmoleküle eine Vielzahl von zellregulatorischen Mechanismen steuern und die 
Entwicklung metabolischer Erkrankungen beeinflussen können (Mari et al., 2007). Die 
Funktion dieser Metaboliten, insbesondere in Bezug auf ACSL5-vermittelte Signalwege, 
wird in Kapitel 6-3 ausführlicher diskutiert. 
Anhand der massenspektrometrischen Analysen konnten in dieser Arbeit nicht nur 
Sphingolipide sondern auch Acyl-CoA-Thioester analysiert werden. Neben der Studie 
von Li und Kollegen, die das Acyl-CoA Vorkommen leberspezifischer ACSL1 Knockout-
Mäuse untersuchten (Li et al., 2009), ist dies bislang die einzige Studie, die 
massenspektrometrisch das direkte Vorkommen von Acyl-CoAs nach Modifikation der 
ACSL Genexpression bestimmt. Es zeigte sich, dass eine gesteigerte ACSL5 Aktivität zu 
einem um 50 % erhöhten Gesamt-Acyl-CoA Vorkommen in Hepatozyten führte (vgl. 
Ergebnisse Abb. 5-10). Auffällig war, dass insbesondere die sehr langkettigen Acyl-CoA 
Isoformen (C20-C26) in den ACSL5-transfizierten Hepatozyten akkumulierten. Als Grund 
für dieses Phänomen wurde vermutet, dass die langkettigen Acyl-CoAs (C14-C18), die 
definierten Substrate der ACSL5, bei erhöhter ACSL5 Aktivität preferentiell für die 
Synthese komplexer Lipide genutzt werden könnten, wohingegen die sehr langkettigen 
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Acyl-CoAs, die keine Hauptsubstrate der ACSL5 darstellen, verlangsamt verstoffwechselt 
würden. Jedoch konnte diese Vermutung nicht bestätigt werden, da durch ACSL5 sowohl 
lang- als auch sehr langkettige Sphingolipidmetaboliten eine Synthesesteigerung 
aufwiesen. Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die starke Akkumulation der sehr 
langkettigen Acyl-CoAs ist, dass die Leber eine hohe Acyl-CoA Elongase-Aktivität besitzt 
(Shimamura et al., 2009), wodurch möglicherweise die durch ACSL5-synthetisierten 
langkettige Acyl-CoAs mit höherem Durchsatz verlängert würden und in den 
transfizierten Hepatozyten akkumulieren könnten. 
Zusammenfassend zeigen die lipidanalytischen Daten der vorliegenden Arbeit, dass eine 
erhöhte ACSL5 Aktivität zu einer gesteigerten Acyl-CoA Synthese führt und dass die 
durch ACSL5 synthetisierten Acyl-CoAs in die Sphingolipid- und Triglyceridsynthese 
eingeschleust werden. Dies unterstützt die in der Literatur vertretene Sichtweise der 
ACSL5 Funktion im anabolen Lipidmetabolismus. 
 
6.3 ACSL5-induzierte Apoptosesensibilisierung von Hepatozyten 
Die Apoptose von Hepatozyten ist ein wichtiger regulativer Faktor, einerseits in der 
Gewebehomöostase und andererseits in der Pathogenese vieler Lebererkrankungen. So 
führt in der Pathogenese der NAFLD eine erhöhte hepatozelluläre Apoptoserate zum 
Entstehen und Fortschreiten von entzündlichen und fibrotischen/zirrhotischen 
Gewebeveränderungen (Erickson, 2008). Es wird davon ausgegangen, dass die 
Lipoapoptose, bei der es sich um eine Form der hepatozellulären Apoptose handelt, die 
mit erhöhten Serumspiegeln freier Fettsäuren und einem dysfunktionellen 
Lipidmetabolismus assoziiert sind, eine zentrale Funktion in der Pathogenese von 
NAFLD besitzt (Tiniakos et al., 2010). Insbesondere die Relevanz von TNFα und TRAIL 
als apoptoseinduzierende Moleküle ist in Steatose-assoziierten Lebererkrankungen gut 
belegt (Ribeiro et al., 2004). So konnte gezeigt werden, dass verfettete Hepatozyten 
höchst sensitiv auf TNFα reagieren, und dass eine TNF-R1/2 Defizienz zu einer 
Reduktion der Leberverfettung und -apoptose führt (Tomita et al., 2006; Zhang et al., 
2010). Des Weiteren zeigen Patienten mit ausgeprägter Leberverfettung eine erhöhte 
Suszeptibilität für die TRAIL-induzierte hepatozelluläre Apoptose (Volkmann et al., 2007). 
In der vorliegenden Arbeit konnten erste Hinweise auf eine bislang unbekannte Funktion 
der ACSL5 in der Fettsäure-vermittelten Sensibilisierung für eine TNFα- und TRAIL-
induzierte Apoptose von Hepatozyten herausgearbeitet werden. Es zeigte sich, dass die 
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TRAIL- und TNFα-abhängige Apoptosesensibilisierung durch einen ACSL5 Knockdown 
drastisch reduziert wurde (vgl. Ergebnisse Abb. 5-9). So führte eine verminderte ACSL5 
Expression zu einer um 75 % bzw. 80 % verringerten Apoptoseinduktion durch TNFα 
bzw. TRAIL in verfetteten Hepatozyten. Umgekehrt konnte dargestellt werden, dass eine 
gesteigerte ACSL5 Expression eine starke Sensibilisierung der kultivierten Hepatozyten 
für eine TNFα- und TRAIL-vermittelte Apoptose induzierte (vgl. Ergebnisse Abb. 5-6). 
TNFα zeigte dabei im Vergleich zu TRAIL eine stärkere Apoptoseinduktion in 
Hepatozyten. Zurückzuführen sind diese Unterschiede höchstwahrscheinlich auf die 
vergleichsweise höhere Anzahl von TNF-Rezeptoren auf der Zelloberfläche, was durch 
eigene FACS-Analysen zur hepatozellulären Todesrezeptorverteilung belegt werden 
konnte. Einschränkend ist diesbezüglich anzumerken, dass sich Unterschiede in der 
Signaltransduktionsintensität nur bedingt aus der Rezeptorverteilung herleiten lassen. 
Aus der Literatur ist gut bekannt, dass TNFα und TRAIL die hepatozelluläre Apoptose 
über die Bindung an ihre Todesrezeptoren, TNF-R1 bzw. TRAIL-R1/2 induzieren können 
(Yin et al., 2003). Die Aktivierung der Todesrezeptor-vermittelten Signalkaskade ist dabei 
entscheidend von der Oligomerisierung und Internalisierung dieser Rezeptoren abhängig 
(Siegel et al., 2004; Grassme et al., 2002). Nur bei erfolgreicher Internalisierung des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes kann die Initiator-Caspase-8/10 in den DISC rekrutiert 
und aktiviert werden (Muzio et al., 1998). Entscheidend für die Rezeptoroligomerisierung 
ist die Bildung von Lipidrafts, kleinen verdickten Membrandomänen, die besonders reich 
an Sterol- und Ceramid-basierenden Lipiden sind und eine dichte Lokalisation von 
großen Membranproteinen wie den Todesrezeptoren ermöglichen. Ein rapider Anstieg 
der Ceramidsynthese kann die Formation solcher Lipidrafts bzw. Fusion zu größeren 
Membrandomänen stark beeinflussen und somit die Effizienz der Apoptoseinduktion 
entscheidend beeinträchtigen (Osawa et al., 2005; Bollinger et al., 2005). In der 
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte ACSL5 Aktivität zu einer 
deutlichen Stimulation der Ceramidsynthese führt, was die gesteigerte 
Apoptosesensibilisierung von ACSL5-überexprimierenden Hepatozyten erklären könnte. 
Eine wichtige Beobachtung ist dabei, dass ACSL5 auch ohne Apoptosestimuli eine 
Synthesesteigerung von Ceramid und anderen Sphingolipidmetaboliten wie 
Sphingomyelin, Hexosylceramid, Sphingosin etc. induzierte (vgl. Ergebnisse Abb. 5-11). 
Dies weist auf einen Mechanismus hin, der Hepatozyten mit gesteigerter ACSL5 
Expression schon vor Apoptoseinduktion für eine Apoptose sensibilisiert, Hepatozyten 
mit durchschnittlicher ACSL5 Expression hingegen nicht. Während jedoch vor 
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Apoptoseinduktion eine Vielzahl von Sphingolipidmetaboliten ein erhöhtes Vorkommen in 
ACSL5-transfizierten Hepatozyten zeigten, wurde während der Apoptoseinitiation fast 
ausschließlich die Synthese von proapoptotischen Sphingolipiden wie Ceramid und 
Sphingosin induziert (vgl. Ergebnisse Abb. 5-14). Insbesondere die C16-Ceramidisoform, 
der eine stark proapoptotische Funktion zugeschrieben wird (White-Gilbertson et al., 
2009; Osawa et al., 2005), war bei Apoptoseinduktion durch ACSL5 signifikant erhöht.  
In Übereinstimmung mit der Literatur konnte auch in Kontrollzellen eine 
Ceramidsynthesesteigerung bei Apoptoseinduktion durch TNFα und TRAIL detektiert 
werden (Gulbins, 2003), jedoch war diese wesentlich geringer als in ACSL5-transfizierten 
Hepatozyten. Zusätzlich zeigte sich, dass der Ceramidanstieg in Kontrollzellen über die 
Hydrolyse, d.h. den Abbau von Sphingomyelin hervorgerufen wurde, ein Mechanismus, 
der in einer Vielzahl von Studien beschrieben ist (Pettus et al., 2002; Zeidan et al., 2009). 
In den ACSL5-transfizierten Zellen hingegen fand eine Ceramid de novo Synthese bei 
TNFα- und TRAIL-Inkubation statt. Dies bestätigt einerseits die Einschleusung von 
ACSL5-synthetisierten Acyl-CoAs in die Lipidneogenese und ist andererseits ein weiterer 
Punkt, der die erhöhten Apoptoseraten bei ACSL5 Überexpression erklären könnte. 
Ein dritter wesentlicher Punkt ist das verminderte Vorkommen von freien, nicht 
gebundenen Acyl-CoAs bei Apoptoseinduktion (vgl. Ergebnisse Abb. 5-13). Es zeigte 
sich, dass Acyl-CoAs in der Apoptoseinitiationsphase vermehrt für den Aufbau 
proapoptotischer Lipide wie das oben beschriebene Ceramid oder Sphingosin verwendet 
wurden und durch diesen Einsatz rapide in ihrem Vorkommen sanken. Dieses 
Phänomen wurde sowohl in ACSL5-transfizierten als auch Kontrollzellen beobachtet. 
Durch eine erhöhte ACSL5 Aktivität konnte allerdings die Synthese der Acyl-CoAs 
während der Apoptoseinduktion um 50-100 % gesteigert werden, so dass diese Zellen in 
der Lage waren größere Mengen an proapoptotischen Lipiden zu synthetisieren und 
dadurch sensibler auf die Apoptosestimuli zu reagieren.  
Eine weitere Verwendung der durch ACSL5-synthetisierten Acyl-CoAs könnte auch die 
Acylierung von Proteinen, insbesondere von proapoptotisch wirkenden Proteinen oder 
Todesrezeptoren sein. Die Lipidierung von signalregulatorisch wirkenden Proteinen 
besitzt großen Einfluss auf deren Funktionalität und Aktivität. So hat der 
Palmitoylierungszustand von Todesrezeptoren eine entscheidende Wirkung auf die 
Oligomerisierungs- und Internalisierungseffizienz bei Apoptoseinitiation (Feig et al., 
2007). Es konnte gezeigt werden, dass bei Inhibierung der Palmitoylierung eine 
Reduktion der Oligomerisierung und Rezeptorinternalisierung stattfindet. Die 
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lokoregionäre Verteilung der durch ACSL5-synthetisierten Acyl-CoAs und 
entsprechender Zielproteine ist hierbei sicherlich von Bedeutung. 
Anhand der ermittelten Daten wird ein ACSL5-induzierter Mechanismus postuliert, der zu 
einem erhöhten Einbau von Ceramid in Lipidrafts und zu einer gesteigerten 
Todesrezeptorpalmitoylierung führt, in Folge dessen die Rezeptoroligomerisierungs- und 
-internalisierungseffizienz erhöht wird und eine verstärkte Apoptosesensibilisierung für 
die Todesrezeptorliganden TNFα und TRAIL auftritt. Zusätzlich zum ACSL5-induzierten 
Einbau von Ceramid in Lipidrafts könnte auch eine durch ACSL5-induzierte, gesteigerte 
Cholesterolsynthese zur Membranfluidität und apoptotischen Signaltransduktion 
beitragen. Cholesterol ist wie Ceramid und Sphingomyelin ein Hauptbestandteil von 
Lipidrafts und entscheidend an der Signaltransduktion extrazellulärer Liganden beteiligt 
(Hu et al., 2010). In einer kürzlich publizierten Studie konnte eine Funktion von ACSL5 in 
der Cholesterolsynthese nachgewiesen werden (Bu et al., 2010), was eine potentielle 
Involvierung dieses Lipids, zusätzlich zu den zellregulatorisch bedeutsamen 
Sphingolipiden, in die ACSL5-vermittelte Apoptosesensibilisierung möglich macht. 
Ceramid beeinflusst als proapoptotisches Signalmolekül nicht nur die 
Todesrezeptoraktivierung, sondern besitzt auch eine Funktion bei der 
Inhibierung/Aktivierung von zellregulatorisch aktiven Enzymen wie z.B. Akt/PKB 
(Phosphokinase B), JNK oder Cathepsin B. Akt/PKB beispielsweise inhibiert im aktiven 
Zustand das proapoptotische Molekül Bad, das besonders an der mitochondrialen 
Apoptosekaskade beteiligt ist. Bei erhöhter Ceramidkonzentration blockiert Ceramid die 
Aktivität von Akt/PKB und führt dadurch zur Induktion von Bad (Ruvolo, 2003). JNK, eine 
Stress-aktivierte Kinase, die entscheidend in die Exekution der hepatozellulären 
Lipoapoptose involviert ist, wird durch Ceramid aktiviert und kann so die Aktivierung von 
Bax und Bim induzieren (Summers, 2006; Malhi et al., 2006). Auch Sphingosin, das 
zweite proapoptotische Molekül der Sphingolipidfamilie, kann eine Vielzahl von 
zellregulatorisch aktiven Kinasen beeinflussen, wie z.B. PKC (Proteinkinase C), 
Calmodulin-abhängige Kinasen, SDK1 (Sphingosin-abhängige Kinase 1) oder JNK 
(Smith et al., 2000; Hait et al., 2006). So ist Sphingosin bespielsweise ein potenter 
Inhibitor der mitogen wirkenden PKC und blockiert über die Aktivierung von SDK1 das 
antiapoptotische 14-3-3 Signalprotein (Woodcock, 2006). Diese apoptotischen 
Funktionen von Ceramid und Sphingosin könnten weitere Mechanismen darstellen, über 
die der ACSL5-induzierte Anstieg dieser Moleküle die hepatozelluläre 
Apoptosesensibilisierung vermittelt.  
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Die zentrale Bedeutung der Sphingolipide als zellregulatorische Signalmoleküle in der 
ACSL5-vermittelten Apoptosesuszeptibilität wurde in dieser Arbeit zusätzlich durch einen 
Versuchsansatz belegt, bei dem die Auswirkungen einer Sphingolipidsynthese-
Inhibierung auf die Apoptoseinduktion analysiert wurden. In diesem Versuchsansatz 
zeigte sich, dass die Verminderung der Sphingolipidsynthese einen positiven Effekt auf 
das Zellüberleben von ACSL5-transfizierten Hepatozyten hatte und die Caspase-3/7-
Aktivität bzw. Apoptoserate in diesen Zellen reduzierte (vgl. Ergebnisse Abb. 5-16). 
Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass der ACSL5-induzierte Apoptoseeffekt 
durch Inhibierung der Sphingolipidsynthese verringert werden kann und die Sphingolipid 
de novo Synthese somit ein zentraler Mechanismus der ACSL5-vermittelten 
Apoptosesensibilisierung ist. Interessant ist, dass in Kontrollzellen, in denen der 
Sphingolipidmetabolismus nicht dereguliert, sondern auf einem natürlichen Level vorlag, 
eine entgegengesetzte Wirkung beobachtet wurde. Durch eine Inhibierung des 
Sphingolipidmetabolismus wurde in diesen Zellen die Apoptosereaktion erhöht. Diese 
beiden gegensätzlichen Phänomene verdeutlichen, dass der Sphingolipidstoffwechsel 
eine entscheidende Rolle in der Regulation von Zellüberleben und Apoptose spielt, und 
dass eine Deregulation der Sphingolipidhomöostase - sowohl durch Steigerung der 
Sphingolipidsynthese bei ACSL5 Überexpression als auch durch Verminderung der 
Sphingolipidmenge in Kontrollzellen - zu einer limitierten Zellvitalität führt. Abb. 6-1 stellt 
diesen für die ACSL5-vermittelten Apoptosesensibilisierung zentralen Mechanismus dar. 
 
 
 
Abb. 6-1: Auswirkungen einer deregulierten Sphingolipidhomöostase auf Zellüberleben und 
Apoptose von Hepatozyten. Durch ACSL5 wird eine Steigerung des Sphingolipid(SL)metabolismus 
induziert; durch ISP1 eine Inhibierung. Beide Mechanismen führen über eine Sphingolipidderegulation zur 
Apoptose. Die Inhibierung der Sphingolipidsynthese bei gesteigerter ACSL5 Aktivität führt aufgrund der 
Normalisierung der Sphingolipidhomöostase zur Steigerung der Zellvitalität und Apoptosereduktion. 
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Aufgrund der mitochondrialen Lokalisation der ACSL5 wurde zusätzlich zur oben 
diskutierten Aktivierung der extrinsischen Apoptosesignaltransduktion eine Involvierung 
der mitochondrialen Signalkaskade in der ACSL5-vermittelten Apoptosesensibilisierung 
vermutet. Die Änderung der mitochondrialen Membranpermeabilität spielt bei der 
intrinsischen Apoptosesignalkaskade eine zentrale Rolle. Durch Erhöhung der 
mitochondrialen Membranpermeabilität wird die Freisetzung von proapoptotischen 
Faktoren wie AIF, Smac/Diablo und Cytochrom c ausgelöst (Gellerich et al., 2000). 
Cytochrom c bildet im Cytoplasma zusammen mit Apaf-1, ATP und der Procaspase-9 
einen Komplex, der durch Aktivierung von Caspase-9 die proteolytische Spaltung der 
Effektor-Caspase-3 induziert (Bai et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte eine 
Aktivierung der Caspase-9 während der TNFα- und TRAIL-induzierten Apoptose in 
Hepatozyten eindeutig nachgewiesen werden. Es zeigte sich insbesondere, dass die 
Induktion der Caspase-9 in ACSL5-überexprimierenden Zellen wesentlich stärker war als 
in Kontrollzellen (vgl. Ergebnisse Abb. 5-19). Des Weiteren wurde eine erhöhte Spaltung 
und Translokation von Bid zum Mitochondrium detektiert. tBid ist eines der zentralen 
proapoptotischen Proteine, die die Rezeptor-vermittelte Apoptosekaskade mit der 
mitochondrialen Signalkaskade verbinden (Luo et al., 1998). Insofern konnte die 
vermutete Involvierung des mitochondrialen Signalweges in die ACSL5-induzierte 
Apoptosesensibilisierung bestätigt werden.  
Entscheidend für die Aktivierung der Caspase-9 und nachfolgende Apoptoseexekution ist 
- wie oben beschrieben - das mitochondriale Membranpotential. Verschiedene 
proapoptotische Mechanismen und Faktoren können zur Erhöhung der mitochondrialen 
Membranpermeabilität beitragen. So kann z.B. eine Öffnung der mitochondrialen 
Transitionsporen durch proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bak, Bax und 
Bad initiiert werden (Yi et al., 2003). Antagonisiert wird dieser Prozess durch die 
antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-xL. Dieser 
Mechanismus scheint jedoch in der ACSL5-vermittelten Apoptosesensibilisierung 
vermutlich keine vordergründige Rolle zu spielen, da weder eine signifikante 
Expressionssteigerung der proapoptotischen Bcl-2-Moleküle noch eine signifikante 
Expressionsabnahme der antiapoptotischen Bcl-2-Moleküle zu detektieren war (vgl. 
Ergebnisse Kapitel 5.9).  
Ein weiterer entscheidender Mechanismus in der Apoptoseinduktion ist der 
intramitochondriale Ionenhaushalt. Insbesondere die Alkalisierung der mitochondrialen 
Matrix stellt einen kritischen Faktor dar, der die Erhöhung des mitochondrialen 
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Membranpotentials zur Folge haben kann (Matsuyama et al., 2000). Interessant ist, dass 
ACSL5 eine bimodale pH-abhängige Verteilung der Enzymaktivität aufweist. So kann 
ACSL5 sowohl im neutralen pH Bereich (pH 7,5) als auch im alkalischen pH Bereich (pH 
9,5) ihre maximale Aktivität entfalten (Gassler et al., 2007). Diese Begebenheit 
unterstützt eine apoptosesensibilisierende Funktion der ACSL5 und macht die besondere 
Relevanz von ACSL5, ihrer mitochondrialen Lokalisation und Aktivität in der 
Apoptoseinduktion deutlich.  
Eine weitere Möglichkeit, die mitochondriale Membranpermeabilität während der 
Apoptoseinduktion zu erhöhen, ist die Bildung von Ceramidkanälen. In hohen 
Konzentrationen ist Ceramid in der Lage, große proteindurchlässige Kanäle in der 
äußeren Mitochondrienmembran zu formen, die die Freisetzung von proapoptotischen 
Stimuli ermöglichen. Die Veränderung des mitochondrialen Membranpotentials steht 
dabei in direkter Korrelation zur Ceramidkonzentration (Siskind et al., 2006). Anhand der 
in dieser Arbeit durchgeführten Sphingolipidanalysen an aufgereinigten Mitochondrien 
konnte ein gesteigertes mitochondriales Ceramidvorkommen bei erhöhter ACSL5 
Aktivität nachgewiesen werden, so dass eine Bildung von Ceramidkanälen als 
Mechanismus der ACSL5-vermittelten Apoptosesensibilisierung vermutet werden kann 
(vgl. Ergebnisse Abb. 5-17). Die Bildung und Stabilität dieser Kanäle ist allerdings nicht 
nur von der mitochondrialen Ceramidsynthese und dem intrazellulären Ceramidtransport 
zwischen ER und Mitochondrien abhängig, sondern kann auch durch andere 
mitochondrial synthetisierte Sphingolipide und Proteine der Bcl-2-Familie beeinträchtigt 
werden (Ganesan et al., 2010a). Mitochondrial erhöhte Dihydroceramidkonzentrationen 
verhindern die Bildung von Ceramidkanälen, wohingegen Sphingosin 
konzentrationsabhängig sowohl den Abbau als auch die Potentierung der 
Ceramidkanalbildung induzieren kann. In kleinen Mengen wirkt Sphingosin stabilisierend 
auf die Kanäle; in großen Mengen inhibierend (Elrick et al., 2006; Stiban et al., 2006). Die 
Analyse des mitochondrialen Sphingosin- und Dihydroceramidvorkommens ergab, dass 
Sphingosin eine leichte durch ACSL5-induzierte Synthesesteigerung zeigte. Dagegen 
wies Dihydroceramid kein erhöhtes Vorkommen aufwies (vgl. Ergebnisse Abb. 5-17). 
Diese Konstellation untermauert die vermutete Ceramidkanalbildung als einen nicht 
unwesentlichen Faktor in der ACSL5-vermittelten Apoptosesensibilisierung. 
Für Ceramid sind zahlreiche weitere Mechanismen bekannt, die zur Erhöhung der 
Membranpermeabilität bzw. zu einer mitochondrialen Dysfunktion führen und potentiell in 
die ACSL5-vermittelte Apoptosesensibilisierung der Mitochondrien involviert sein 
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könnten. So z.B. die Interaktion mit Bax, durch die Bax zum Mitochondrium rekrutiert wird 
und synergistisch mit Ceramid die Permeabilisierung der äußeren 
Mitochondrienmembran induziert (Ganesan et al., 2010b). Des Weiteren wirkt Ceramid 
inhibierend auf den Proteinkomplex III der mitochondrialen Atmungskette und steigert 
dadurch die ROS Bildung (Andrieu-Abadie et al., 2001). 
Auch Sphingomyelin, das wie Ceramid und Sphingosin im Mitochondrium synthetisiert 
werden kann (El et al., 2000; Birbes et al., 2002), scheint eine Funktion in der ACSL5-
vermittelten Apoptosesensibilisierung der Mitochondrien zu besitzen. So zeigte 
Sphingomyelin ein stark gesteigertes Vorkommen in aufgereinigten Mitochondrien von 
ACSL5-transfizierten Hepatozyten (vgl. Ergebnisse Abb. 5-17). Sphingomyelin war das 
prädominante Sphingolipid in Mitochondrien und besaß eine im Vergleich zu Ceramid 
fünffach gesteigerte Syntheserate. Da Sphingomyelin aufgrund seiner physikalischen 
Eigenschaften nur membranassoziiert vorliegen kann, lässt dies einen verstärkten 
Einbau von Sphingomyelin in die mitochondriale Membran von ACSL5-transfizierten 
Hepatozyten vermuten. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte 
festgestellt werden, dass Mitochondrien bei erhöhter ACSL5 Aktivität im Durchschnitt um 
knapp 30 % vergrößert waren (vgl. Ergebnisse Abb. 5-18). Diese Beobachtung korreliert 
mit dem vermuteten erhöhten Einbau von Sphingomyelin in die mitochondriale Membran. 
Insofern zeigt sich, dass die durch ACSL5-induzierte Sphingolipidsynthese einen 
deutlichen Einfluss auf die Konfiguration der mitochondrialen Membran und insgesamt 
auf die mitochondriale Morphologie hat. Es ist somit davon auszugehen, dass ACSL5-
induzierte strukturelle Veränderungen der Mitochondrien in direktem Zusammenhang mit 
der mitochondrialen Sphingolipidsynthese stehen. 
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass ACSL5 seine potentielle Funktion als 
apoptosesensibilisierender Faktor sowohl über Veränderungen im Lipidmetabolismus als 
auch über Modifikationen der mitochondrialen Apoptosewege ausübt. Insbesondere das 
Zusammenspiel von Sphingolipid de novo Synthese, extrinsischer und intrinsischer 
Signalkaskasde besitzt eine entscheidende Rolle in der ACSL5-vermittelten 
Apoptosesensibilisierung. Abb. 6-2 gibt einen Überblick über Mechanismen, die potentiell 
an der ACSL5-induzierten Apoptoseregulation in Hepatozyten beteiligt sind. 
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Abb. 6-2: Potentielle Mechanismen der ACSL5-induzierten Apoptosesensibilisierung in verfetteten 
Hepatozyten. ACSL5 aktiviert als Schlüsselenzym des Lipidstoffwechsels nicht nur die Acylierung von 
Fettsäuren, sondern ist auch entscheidend in die TNFα- und TRAIL-induzierte Apoptose von Hepatozyten 
involviert. Die daran (potentiell) beteiligten Mechanismen sind hier schematisch abgebildet; im Text findet 
sich eine ausführliche Erläuterung der beteiligten Faktoren. FA: Fettsäuren; ACA: Acyl-CoA; Cer: Ceramid; 
So: Sphingosin; SM: Sphingomyelin; SL: Sphingolipide; MPT: Mitochondriale Transitionsporen. 
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6.4 Gewebespezifische Funktionsunterschiede der ACSL Isozyme in 
der Regulation von Zellüberleben und Apoptose 
Die funktionelle Bedeutung einer erhöhten ACSL Aktivität für Zellüberleben und 
Apoptose wurde bislang (einschließlich der vorliegenden Arbeit) in sechs Zell- bzw. 
Gewebesystemen untersucht: Gliomzellen (Gehirn), Colonadenokarzinomzellen (Darm), 
kardialen Myozyten (Herz), Lungenkarzinomzellen (Lunge), embryonalen Nierenzellen 
(Niere) und Hepatomzellen (Leber). Eine proapoptotische Funktion der ACSLs konnte in 
Colonkarzinomzellen/Enterozyten durch die Isoform 5 (Gassler et al., 2007), in 
Hepatomzellen durch die Isoform 5 (eigene Arbeit) und in kardialen Myozyten durch die 
Isoform 1 (Chiu et al., 2001) detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnten in Gliom-, 
Colon- und Lungenkarzinomzellen durch die ACSL5 (Mashima et al., 2009; Mashima et 
al., 2005) und in embronalen Nierenzellen durch die ACSL4 (Cao et al., 2000) eine 
antiapoptotische Funktion nachgewiesen werden.  
Im Folgenden wird diskutiert, welchen Einfluss das Zell- bzw. Gewebesystem sowie die 
Art der apoptoseinduzierenden Substanzen auf die zellregulatorische Funktion 
verschiedener ACSL Isoformen haben kann. 
Gassler und Kollegen zeigen in ihrer Studie, dass ACSL5 eine verstärkte Sensibilisierung 
für eine TRAIL-vermittelte Apoptose in Colonkarzinomzellen bzw. Enterozyten hervorruft, 
die mit einer ceramidabhängigen Verminderung des antiapoptotischen FLIP Proteins und 
einer erhöhten Expression von TRAIL-R1 auf der Zelloberfläche einhergeht (Gassler et 
al., 2007). Hingegen weisen Hepatomzellen bzw. Hepatozyten mit einer verstärkten 
ACSL5 Expression nicht nur eine Sensibilisierung gegenüber TRAIL, sondern 
insbesondere auch gegenüber TNFα auf (eigene Arbeit). Diese Unterschiede zwischen 
Darm- und Leberzellen könnten auf eine physiologisch bedingte differentielle Expression 
der Todesrezeptoren auf der Zelloberfläche zurückzuführen sein. Übereinstimmend mit 
den eigenen Daten konnte für das Darmepithel gezeigt werden, dass der ACSL5-
vermittelte Apoptosemechanismus nicht mit einer Expressionsveränderung des 
antiapoptotischen Bcl-2 Proteins verbunden ist. Beide Studien stellen einheitlich dar, 
dass die ACSL5-vermittelte Apoptosesensibilisierung durch extrazelluläre 
Todesrezeptorliganden ausgelöst werden kann und dass die Ceramidsynthese in die 
proapoptotischen Effekte von ACSL5 involviert ist. Die Bedeutung von Ceramid in der 
ACSL-induzierten Apoptosesuzeptibilität konnte auch in einer Studie, die bereits 2001 
veröffentlicht wurde, verdeutlicht werden (Chiu et al., 2001). Chiu und Kollegen 
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generierten ein transgenes Mausmodell mit herzspezifischer ACSL1 Expression, die zu 
einer Triglyceridakkumulation und anschließender Lipoapoptose der kardialen Myozyten 
führte. Sie zeigen, dass durch die verstärke ACSL1 Aktivität eine erhöhte zelluläre 
Fettsäureaufnahme und Synthese von toxischen bzw. proapoptotischen Lipiden wie 
Ceramid induziert wird. Im Gegensatz zu ACSL5-transfizierten Darm- und Leberzellen ist 
die Apoptoseinduktion in ACSL1-überexprimierenden Herzmyozyten jedoch ohne 
Todesrezeptorliganden möglich. Übereinstimmend mit dem ACSL5-induzierten 
Apoptosemechanismus in Hepatozyten weist auch die ACSL1-vermittelte Lipoapotose in 
kardialen Myozyten eine Involvierung der mitochondrialen Apoptosekaskade auf. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten eindeutig, dass eine gesteigerte ACSL 
Expression proapoptotisch auf verschiedene Zell- bzw. Organsysteme wirken kann. 
Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass zelltypabhängig unterschiedliche 
Mechanismen in die ACSL-induzierte Apoptosesensibilisierung involviert sind.  
Im Gegensatz zur beschriebenen Assoziation von ACSL Metabolismus und Apoptose 
existieren Daten, die einen Zusammenhang zwischen erhöhter ACSL Expression und 
verstärktem Zellüberleben belegen. So zeigen Mashima und Kollegen in ihren Studien, 
dass eine Inhibierung der zellulären Gesamt-ACSL Aktivität durch Triacsin c zur 
Apoptoseinduktion in Gliomzellen sowie Lungen- und Colonkarzinomzellen führen kann 
(Mashima et al., 2005; Mashima et al., 2009). Entsprechend dieser Daten kann davon 
ausgegangen werden, dass durch eine ACSL5 Überexpression die Minderung der 
Gesamt-ACSL Aktivität kompensiert und dadurch die Triacsin c-induzierte Apoptose 
verhindert wird. Die Autoren postulieren dementsprechend eine potentielle Rolle für 
ACSL5 im Überleben von Tumorzellen. Kritisch bezüglich dieser Studien ist anzumerken, 
dass zum einen Triacsin c, bei dem es sich um einem kompetitiven Inhibitor von ACSLs 
handelt, lediglich als Supplement bei der Zellinkubation, nicht jedoch unmittelbar im 
biochemischen Reaktionsansatz zur Bestimmung der Acyl-CoA Enzymaktivität 
Verwendung findet. Zum anderen gehen sie in ihrer Studie von der Annahme aus, dass 
auch die humane ACSL5 analog zur Ratten-ACSL5 (Kim et al., 2001) insensitiv 
gegenüber Triacsin c ist. Entsprechend bislang unveröffentlicher Daten aus der eigenen 
Arbeitsgruppe ist diese Annahme aber nicht zutreffend. Im Gegensatz zur ACSL5 der 
Ratte ist die humane ACSL5 sensitiv für Triacsin c. Unter Berücksichtigung dieser 
Aspekte sind die Ergebnisse zur Assoziation von ACSL5 und Stabilisierung des 
Zellüberlebens möglicherweise anders zu interpretieren. 
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So könnte vermutet werden, dass die ACSL5-induzierte Kompensation der zellulären 
ACSL Aktivität und die damit verbundene Apoptoseinhibierung prinzipiell auch durch 
andere Isoformen vermittelt werden kann. Unabhängig davon wird jedoch in der 
Mashima-Studie eindeutig gezeigt, dass eine Verminderung der zellulären Gesamt-ACSL 
Aktivität mittels Triacsin c zur Apoptoseinduktion führt. Eine Beteiligung der 
mitochondrialen Apoptosewege bei der Triacsin c-vermittelten Apoptose wurde über die 
Ausschüttung von Cytochrom c und nachfolgende Caspaseaktivierung ermittelt 
(Mashima et al., 2009). Der apoptoseinduzierende Effekt von Triacsin c konnte auch in 
einer Studie von Cao und Partnern dargestellt werden (Cao et al., 2000). Zusätzlich 
weisen Cao und Partner auf einen ACSL4-spezifischen Effekt bei der 
arachidonsäureinduzierten Apoptose in embryonalen Nierenzellen hin. Sie zeigen, dass 
Arachidonsäure, ein Hauptsubstrat der ACSL4, über die Aktivierung von Caspase-3 
Apoptose induziert und dass diese Apoptoseinduktion durch ACSL4 Überexpression 
vermindert werden kann. Wenn man davon ausgeht, dass im humanen System die 
bislang bekannten ACSL Isoformen, einschließlich der ACSL5, Triacsin c sensitiv sind, 
ist von einer weit komplexeren Beeinflussung des Lipidstoffwechsels durch Triacsin c 
auszugehen, als es bislang angenommen wurde. 
Zusammenfassend verdeutlichen die hier diskutierten Daten, dass Faktoren, die für die 
Homöostase von Fettsäuren, Acyl-CoAs oder anderen Lipiden in der Zelle verantwortlich 
sind, einen entscheidenden Einfluss auf Zellüberleben und Apoptose haben können. 
Abhängig vom Gewebe, Art der Apoptoseinduktion (TNFα, TRAIL, Triacsin c, 
Arachidonsäure) und involierter ACSL Isoform zeigen sich deutliche funktionelle 
Unterschiede, die möglicherweise von metabolischen Eigenschaften des Gewebes, und 
insbesondere der Fähigkeit, Acyl-CoAs in toxische oder zellschützende Lipidmetaboliten 
zu konvertieren, beeinflusst werden können. ACSLs sind daher nicht nur entscheidend in 
den Lipidmetabolimus, sondern auch in zellregulatorische Signalmechanismen involviert. 
 
6.5 ACSL5 in der Pathogenese der nichtalkoholischen 
Fettlebererkrankung  
In der vorliegenden Studie wurden experimentelle Hinweise auf eine funktionelle 
Bedeutung der ACSL5 in der Manifestation einer nichtalkoholischen 
Leberepithelverfettung und Progression zum hepatozellulären Zelltod herausgearbeitet. 
Die natürlich vorkommende Induktion der ACSL5 Expression in der Steatose konnte 
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durch eine artifizielle Überexpression der ACSL5 in kultivierten Hepatozyten realistisch 
nachgestellt und auf eine mögliche Steigerung der Apoptosesensitivität hin analysiert 
werden. Das Ergebnis war eine ACSL5-abhängige starke Sensibilisierung von 
Hepatozyten für eine TNFα- bzw. TRAIL-induzierte Apoptose, bei der sowohl extrinische 
als auch mitochondrial-vermittelte Apoptosesignalwege involviert sind (Abb. 6-2). Von 
grundlegender Bedeutung ist dabei, dass die ACSL5 die Apoptoseinduktion durch eine 
Modifikation der hepatischen Sphingolipidneogenese vermittelt.  
Der Zelltod von Hepatozyten ist ein wichtiger Stimulus in der fortschreitenden 
Pathogenese der NAFLD und wird als eine der wesentlichen Ursachen für die 
fibroseassoziierte Aktivierung von hepatischen Sternzellen gesehen (Friedman, 2008). 
Die profibrogene Transaktivierung der ruhenden hepatischen Sternzellen in proliferative, 
fibrogene Zellen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der zentrale Schritt in der Entstehung 
der Leberfibrose (Geerts, 2001). Bislang ist eine Reihe von pathologisch relevanten 
Mechanismen bekannt, die zur Aktivierung von Sternzellen führen können. So z.B. die 
Nekrose von Hepatozyten mit Metabolitenfreisetzung und inflammatorischer Reaktion mit 
Parenchyminfiltration von Entzündungszellen, die direkte und indirekte Interaktion von 
Kupfferzellen mit Hepatozyten und Sternzellen sowie die Freisetzung 
entzündungsrelevanter Mediatoren von Sternzellen und sinusoidalen Endothelzellen. Es 
ist davon auszugehen, dass die inadäquate hepatozelluläre Apoptose hierbei eine 
entscheidende Rolle spielt. So zeigten Canbay und Kollegen, dass hepatozelluläre 
Apoptosekörperchen, die z.B. durch eine gesteigerte Lipotoxität in der Steatose 
entstehen können, entweder über die Sekretion parakriner Mediatoren oder durch die 
phagozytierende Aufnahme in Sternzellen die profibrogene Stimulation der hepatischen 
Sternzellen induzieren können (Canbay et al., 2003). Durch diese Stimulation wird eine 
Transaktivierung der bis dahin ruhenden hepatischen Sternzellen zu einen 
Myofibroblasten-ähnlichen Phänotyp ausgelöst, in Folge dessen eine Fibrogenese initiiert 
wird. Die transaktivierten hepatischen Sternzellen sind nun in der Lage 
Extrazellulärmatrix-Komponenten zu synthetisieren und profibrotische Gene zu 
exprimieren (Hui et al., 2004). Ihre Lokalisation in enger Nachbarschaft mit den 
Hepatozyten macht sie anfälliger für die Phagozytose von hepatozellulären 
Apoptosekörperchen als die räumlich weiter entfernt liegenden Kupfferzellen (Zhan et al., 
2006). Der durch Zhan und Kollegen erbrachte Nachweis, dass sich die Aufnahme von 
hepatozellulären Apoptosekörperchen nicht nur in vitro, sondern auch in vivo in humanen 
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Lebergewebepräparaten ereignet, macht die hohe Relevanz dieses Mechanismus im 
Krankheitsprozess der Leber deutlich.  
Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten unterstützen ein hepatozelluläres 
Pathogenesemodell, bei dem ACSL5 als potentiell sensibilisierender Faktor in der 
pathophysiologischen Sequenz von Steatosis hepatis, inadäquater hepatozellulärer 
Apoptose und Leberfibrose/-zirrhose auftritt. Abb. 6-3 zeigt eine schematische 
Darstellung dieses Pathogenesemodells und verdeutlicht die funktionelle Relevanz von 
ACSL5 in der Pathogenese der NAFLD. 
Die unmittelbare Assoziation von Leberverfettung, Dysregulation des hepatischen 
Lipidmetabolismus, Apoptose von Hepatozyten und Aktivierung der hepatischen 
Sternzellen könnte einen Mechanismus darstellen, der vor allem als Ansatzpunkt für die 
Entwicklung neuer Therapiemodelle gegen die Leberfibrose genutzt werden könnte. So 
wäre z.B. durch eine therapeutische erzielte Veränderung des ACSL5-assoziierten 
Lipidmetabolismus eine Verhinderung des fibrogenetischen Signalwegs denkbar. Die 
ACSL5, die eine apoptosesensibilisierende Funktion in Hepatoyzten besitzt, würde in 
dieser Sichtweise ein wichtiges Zielmolekül darstellen. 
 
 
 
Abb. 6-3: ACSL5 in der Pathogenese der NAFLD. Durch die vorliegende Arbeit ergibt sich ein 
Pathogenesemodell, bei dem durch die nutritiv-bedingte ACSL5 Expressionssteigerung in der Steatosis 
hepatis eine Apoptosesensibilisierung der Hepatozyten erreicht wird. Diese gesteigerte Sensibilisierung 
führt zur inadäquaten Induktion hepatozellulärer Apoptosen mit Ausbildung von hepatozellulären 
Apoptosekörperchen, die zur profibrogenen Aktivierung hepatischer Sternzellen führt. Cer: Ceramid, So: 
Sphingosin; SM Sphingomyelin. 
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8. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Abkürzung                         Bedeutung 
 
A. bidest.   Aqua bi-destilliert 
A. dest.   Aqua destilliert 
Abb.    Abbildung 
ACA    Acyl-CoA 
ACSL    Acyl-CoA-Synthetase 
AK    Antikörper 
Amp    Ampicillin 
AMP    Adenosinmonophosphat 
APS    Ammoniumpersulfat 
Apaf-1    Apoptotische Protease aktivierender Faktor 1 
ATP    Adenosintriphosphat 
bp    Basenpaar 
BSA    Kalbsserum-Albumin 
bzw.    beziehungsweise 
°C    Grad Celsius 
ca.    circa 
cDNA    Kopierte DNA 
ChREBP   Kohlenhydrat Resonse Element-Bindeprotein 
CHX    Cycloheximid 
CoA    Coenzym A 
CSL    Komplexe Sphingolipide 
Cy2    Cyanin 2 
DAPI    4,6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid  
DISC    Apoptoseinduzierender Signalkomplex 
DMEM   Dulbecco`s Modifiziertes Eagle´s Medium 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DTT    Dithiothreitol 
ER    Endoplasmatisches Retikulum 
et al.    und andere 
evtl.    eventuell 
FADD    Fas-R assoziierte Todesdomäne 
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FasL    Fas Ligand, Zelltod-Rezeptor 95-Ligand 
Fas-R (CD95R)  Zelltod-Rezeptor 95 
FFA    Freie Fettsäuren 
FKS    Fötales Kälberserum 
GA    Glutaraldehydt 
HCC    Hepatozelluläres Karzinom 
HNF-4α    Hepatischer nukleärer Faktor 4 alpha 
HPLC    Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
HRP    Meerrettich-Peroxidase 
IHC    Immunhistochemie 
IF    Immunfluoreszenz 
IL-6    Interleukin 6 
IMAC    Immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie 
JNK    c-Jun-Kinase 
Kb    Kilo-Basen 
kDa    Kilo-Dalton 
LCB    Langkettige Sphingolipidbasen 
LC-MS/MS   Flüssigkeitschromatographie-Tandem Massenspektrometrie 
LXR     Leber X Rezeptor 
mAb    Monoklonaler Antikörper 
max.    maximal 
min    Minuten 
µ    Micro (10-6) 
(m)M    (milli)Molar 
MS    Massenspektrometrie 
MS/MS   Tandem-Massenspektrometrie 
n    Nano (10-9) 
NAFLD   Nichtalkoholische Fettlebererkrankung 
NASH    Nichtalkoholische Steatohepatitis 
NF-κB    Nukleärer Faktor κB 
NG    Probennummerierung von N.Gaßler 
nm    nanometer 
PAA    Polyacrylamid 
pAb    Polyklonaler Antikörper 
Abkürzungsverzeichnis 
 
 
141 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PHH    Primäre Humane Hepatozyten 
PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 
PKB    Phosphokinase B 
PKC    Phosphokinase C 
PPAR-α/γ   Peroxisomen Proliferator-Aktivierter Rezeptor alpha/gamma 
Prot.Inh   Protease Inhibitor 
qRT-PCR   quantitativen Real-Time PCR 
RE    Restriktionsenzym 
RNA    Ribonukleinsäure 
ROS    Reaktive Oxygenmoleküle 
s.    siehe 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
SDK1    Sphingosin-abhängige Kinase 1 
SREBP-1c   Sterol Regulatorisches Element Bindeprotein 1c 
Tab.    Tabelle 
TBST    Tris gepufferte Salzlösung mit Tween-20 
TNFα     Tumornekrosefaktor alpha 
TNF-R1   TNF-Rezeptor 1 
TRADD   TNF-Rezeptor 1-Assoziierte Todesdomäne 
TRAIL    TNF-verwandter Apoptoseinduzierender Ligand 
TRAIL-R1/2   TNF-verwandter Apoptoseinduzierender Ligand-Rezeptor 
U    Units (Einheiten) 
u.a.    unter anderem 
ÜN    über Nacht 
v/v    Volumen pro Volumen 
vgl.    Vergleich 
vs.    Versus 
WB    Western Blot 
w/v    Gewicht pro Volumen 
z.B.    zum Beispiel 
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9.1 Veröffentlichungen 
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